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OZET

Diinyada tarim alanlarindan elde edilen iiriin miktarin1 arttirmak i¢in en fazla
kullanilan yontem, kimyasal yontemlerdir. Kimyasal miicadelenin temelinde ise pestisit olan
sentetik zirai maddeler vardir. Bu ¢alismada A. leptodactylus tlrl Kkerevitler Uzerine
strobilurin grubu fungusitlerden Trifloksistrobinin (TFS) toksik etkilerinin ¢esitli
biyokimyasal belirtecler kullanilarak degerlendirilmesi amaglanmistir. 96 saatlik test
sonucunda TFS’nin ortalama 6lduriicti konsantrasyon degeri (LCso) degeri 1824.00 mg Al/L
olarak tespit edildi. Secilen pestisitin uygulama konsantrasyonu 96 saatlik LCso degerlerine
gore belirlendi. Kerevitler TFS’nin LCsg, LCs0/2, LCs0/4 ve LCs0/8 konsantrasyonlarina
maruz birakildi. Kerevitlerde pestisitlerin etkileri; hepatopankreas, kas ve solungag
dokularindaki lipid peroksidasyon (MDA), siiperoksit diismiitaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) ve glutatyon (GSH) diizeyleri tespit edilerek belirlendi. Trifloksistrobinin 96 saatlik
uygulamalar1 sonucunda, TFS’nin LCsp degerlerinin biitlin kerevitleri 6ldiirdiigii belirlendi.
Pestisitin LCso, LCs0/2, LCs0/4 ve LCs0/8 konsantrasyonlarinin segilen biyobelirteg enzimleri
(aktivasyon/inhibisyon) ve oksidatif stresi istatistiksel acidan 6nemli diizeyde etkiledigi tespit
edildi.

Aragtirma sonuglari, TFS’nin Kerevitlerde toksik potansiyele sahip oldugunu gosterdi.
Ayrica, bu pestisitin LCso Ve LCso/2 degerlerinden ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda etki
gosterdigi  belirlendi. Bunlara ilave olarak arastirma sonuglari; A. leptodactylus tird
kerevitlerin sucul ekosistemlerde, pestisit kirliliginin belirlenmesini amaclayan ¢alismalar igin
uygun bir test organizmasi oldugunu ve segilen biyokimyasal belirteglerin de pestisit
toksisitesini iyi bir sekilde yansittigini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: A. leptodactylus, Trifloksistrobin, MDA, SOD, GSH-Px, GSH
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ABSTRACT

Investigation of Acut Toxic Effects of Trifloxystrobin on Astacus leptodactylus
(Esch., 1823)

Chemical methods are the most used method to increase the amount of products
obtained from agricultural areas in the world. On the basis of chemical control, there are
synthetic agricultural substances that are pesticides. This study aimed to evaluate toxicity of
strobilurin fungicide trifloxystrobin, on A. leptodactylus species crayfish byusing various
biochemical markers. In the result of 96-hour test, median lethal concentration (LC50) values
of TFS were determined as 1824.00 mg AIl/L. The application concentrations of selected
pesticid were determined according to the 96-hour LCsg. The crayfish were exposed to LCso,
LCs0/2, LCs0/4 and LCso/8 concentrations of TFS. The effects of pesticides were determined
by lipid peroxidation (MDA), superoxyd dismitase (SOD), glutathione peroxidase (GSH-PXx)
and glutathione (GSH) levels in the hepatopancreas, muscle and gills tissues. In the results of
96-hour of TFS in LCso value caused to the death of all crayfish. The LCso, LCs0/2, LCs0/4 ve
LCs0/8 concentrations of pesticide affected significantly as statistically selected enzyme
(inhibited/activated) and oxidative stress markers.

The results indicated that selected pesticide have toxic potential on crayfish.
Furthermore, showed a toxic effect on crayfish at concentrations much lower than their LCso/2
or LCso values. Also, the results of investigation showed that the crayfish in A. leptodactylus
species can be used as a suitable test organism and the selected biochemical markers may also
serve well for studies with the aim of determining pesticide pollution in aquatic ecosystems.

Key Words: A. leptodactylus, Trifloxystrobin, MDA, SOD, GSH-Px, GSH



1. GIRIS

Diinyadaki endiistrilesme ile birlikte toplumlarin tiiketimlerinin  giderek
artmastherkesin sikayette bulundugu cevre sorunlarini giincel hale getirmistir. Dogal
cevrede, insan ve dogal kaynakli hasarlar sonucu meydana gelen Kkirlilik, buginki
diinyanin kars1 karsiya kaldigi blyuk bir sorundur.

Giiniimiizde c¢evre kirliligine yol acan etkenler arasinda pestisitler 6nemli biryer
tutmaktadir. Pestisitlerin, bir ekosistem veya bir organizma Uzerinde olumsuz etkilerinin
saptanabilmesi i¢in ilk Oonce laboratuvar kosullarinda ¢esitli organizmalar i¢in olasi risk
analizlerinin yapilmasi gerekmektedir. Sucul ekosistemdeki pestisit kirliligi, yasamlarinin
onemli bir boélumund sucul habitatlarda gecirmeleri nedeniyle ortamdaki bdtin
popiilasyonlar i¢in 6nemli bir risk olusturmaktadir (Carvalho, 2006; Parlak ve ark., 2009).
Son yillarda tiim diinyada suda yasayan organizmalarin kirlilikten dolay:
popiilasyonlarindadnemli diizeyde azalmaoldugu rapor edilmistir. A. leptodactylus’larda
sucul ekosistemlerde cevresel Kirleticilere maruz kalan gruplar icerisinde bulunan
omurgasiz hayvanlardandir (Barim ve ark., 2009; Barim ve ark., 2010).

A. leptodactylus, iilkemizde kontrol altinda iiretilmeyip, istihsalin tiimiinii dogal
ortamlardan avlanan kerevitler olusturmaktadir. Ulkemiz ihracat1 i¢in énemli bir yere sahip
olan bu tiiriin miktari, 1985-1986 yillarinda sularimizda goriilen kerevit vebasindan ve
balik¢ilarin asir1 ve bilingsiz avcilik yapmasindan dolayr oldukc¢a azalmistir (Koksal,
1988). Bunun yani sira, sularimizin evsel ve endiistriyel atiklarla kirletilmesi, kerevitlerin
et kalitesinin diismesine de yol agmistir (Barim ve ark., 2009; Barim ve ark., 2010). Bu
nedenlerle; devlet kontrolinde o©nlemlerin alinmasi, bilimsel olarak arastirmalarin
yapilmasi gerekmektedir.

Pestisitler temel olarak toprak, yagmur, kar, buz, sis, hava ve sugibi hemen hemen
her turli gevresel 6gede bulunabilmelerinden dolayi, yeryiiziindeki biitiin organizmalar
pestisitlerden etkilenirler. Amerika Bilesik Devletleri’ndeki bir yasada ‘“ekonomik
zehirler” olarak tanimlanan pestisitler, Uretildikleri tesislerden veya kullanildiklar
alanlardan farkli yollarla alict dogal ortamlara ve hatta ¢ok uzak mesafelere ulasarak
ekolojik problemlere neden olmaktadirlar (Giiler ve Cobanoglu, 1997). Bu nedenlerden
dolay1, dogal kaynaklar1 kirleten pestisitlerin bu ortamlardaki yasamlarini siirdiiren

organizmalar {izerinde ne tiir etkiler olusturacaginin bilinmesi biiyiikk 5Gnem kazanmaktadir.



Son donemde alternatif pestisitler olarakpiyasaya surilen strobilurinler
insektisilerden  “Trifloksistrobin” yaygin olarak tiim diinyada kullanilmaktadir.
Trifloksistrobin (TFS), methyl (E)- methoxyimino- {(E) -a- [1- (a, a, a- trifluorom- tolyl)
ethylideneaminooxy]-o-tolyl} acetate (IUPAC), 2000 yilindan beri Bayer Crop Science
tarafindan tretilmektedir. TFS, suda ¢oziniirligi 0,61 mg/L’dir ve sicakliga bagli olarak
notralden alkaline kadar degisen ¢esitli pH araliklarinda hidrolize olabilir (Belden ve
ark.,2010). Bu kimyasalin temel olarak suda degredasyonu cesitli biyolojik ve fotolitik
siirecler sonucu meydana gelmektedir. Trifloksistrobin (TFS)’in, kuslar, memeliler, arilar,
diger yararli bocekler ve toprak solucanlari icin toksik olmadig: diistiniilmektedir. Ancak,
hedef olmayan sucul canlilar i¢in yiiksek duzeyde toksisiteye sahiptir (Ugkun, 2013; Zhu
ve ark., 2015).

Cevresel kimyasallara kars1 biyolojik sistemde molekiiler, hiicresel, fizikselveya
davranigsal degisikler seklinde gelisen cevaplar olusur ki bunlara biyobelirtecdenir (Parlak
ve ark., 2009). En ¢ok kullanilan biyobelirtegler, ksenobiyotiklerin ve metabolitlerinin
detoksifikasyonuna katilan biotransformasyon sistemi ve antioksidan enzimleridir (Van
Der Oost ve ark., 2003).

Tim canlilarda oldugu gibi suda yasayan canlilarda da yasamin g¢esitli
donemlerinde olusan strese karsilik olarak, viicut dengesinin bozulmasina neden olabilecek
serbest radikal oranlarinda artis meydana gelir. Serbest radikaller, viicudun normal
metabolik aktivitesi icin gerekli olan miktardan fazla olursa akuatik organizmalarda gesitli
bozukluklara yol acarlar. Bu miktarin asir1 g¢ogalmasi ozellikleprotein ve lipid gibi
gruplarm serbest radikallerden etkilenmesine sebep olur. Ozellikle lipidlerden hassas
olandirlar. Membranda mevcut olan Kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, bu
radikallerle diger baglara gore ¢ok daha kolay reaksiyona girerek peroksidasyon urtinleri
olustururlar. Sonugda poliansature yag asidlerinin oksidatif yikimi olarakda ifade edilen
lipid peroksidasyon oldukca zararlidir ve kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu
seklinde ilerlemektedirler (Winston ve Giulio, 1991; Akkus, 1995).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumunu ve bunlarin hicrelerde meydana
getirdigi biyolojik etkileri 6nlemek i¢in viicutta ¢esitli savunma mekanizmasi olusmustur.
Bunlar bilimsel platformda “antioksidan savunma sistemleri” veya kisaca “antioksidanlar”
olarak adlandirilir. Bunlar arasinda olusan negatif reaksyonlar1 pozitif platforma tagimak
icin katalaz (CAT), slperoksit dismitaz (SOD), glutatyon reduktaz (GR) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) 6nemli yer isgal etmektedir (Gozlkara, 2011).
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Diinyaninartan niifusuna gore azalan gida tretimini arttirmak icin genel olarak
kullanilan tarimda miicadele yontemi, Kimyasal yontemlerdir. Bu yoOntemler igerisinde
Ozellikle kimyasal miicadelenin temelinde pestisit olan sentetik zirai maddeler vardir. Bu
yiiksek lisans tez calismasinda A. leptodactylus’un strobilurinler grubu insektisitlerden
Trifloksistrobin’in ticari formunun toksik etkilerinin ¢esitli biyokimyasal belirtecler
(malondialdehit (MDA), superoksit diismitaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
glutatyon (GSH)) kullanilarak degerlendirilmesi amaglandi.

1.1. Astacus Leptodactylus’un Biyolojisi

1.1.1. D1s anatomisi

Kerevitler (tatli su istakozu) sucul ortamda yasayan, ihtiyaglari olan oksijeni

solungaglar ile alan, dayanikli esnek bir dig iskelete sahip olan omurgasiz canlilardir

(Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Astacus leptodactylus’un dorsalden goriiniimii

Kerevitlerde viicut, bas ile toraksin birlesmesiyle olusan cephalotorax (sefalotoraks)
ve abdomen olmak {izere iki kisimdan olusur. Sefalotoraks sert ve boliinmemis, yapisinda
kitin ve kalsiyum karbonat bulunan sert bir kabuk ile kaplidir. Bu kabuk karapaks olarak
isimlendirilir. Vlcut toplam olarak 19 segmentten olusmaktadir. Bas kisminda; gozler, 2
cift anten, 2 ¢ift maksil, 1 ¢ift mandibular uzant1 ve 3 ¢ift de maksilliped bulunur. Iki gz
arasindan ileri dogru uzayan ¢ikintiya rostrum adi verilir. Toraks kisminda periopod olarak

isimlendirilen 5 ¢ift yiiriime ayaklar1 mevcuttur. Abdomende pleopod olarak isimlendirilen



5 ¢ift ylizme ayaklar1 ve kuyruktan (telson ve iiropod) olugsmustur. Yiizme ayaklar1 kerevit
tiirlerinin teshisinde, cinsiyet ve cinsi olgunlugun tespitinde kullanilarak disi erkek ayrimi
yapilmaktadir. Ik iki pleopod ¢ifti gonopod olarak adlandirilir. Erkek bireylerde spermin
transferini saglayacak bigimde gelismis ve uzun bir yapiya sahiptir. Pleopodlar disilerde
normal yapidadir ve altt ay boyunca yumurtalar1 tagimaktadir (Sekil 1.2) (Mazlum ve
Yilmaz, 2012).

Ikinct gene ayag

Agiz
ﬂqﬂntu gene ayad)

Uglincii Yiijme\
Ayag

Boyun oyudu ﬂqllm:ﬂ yliriime ayagji

Karapaks

Dirdlincll Yir{im
Ayag

Erkegin Birincl
Kopulasyon ayagj

Abdomen

Sekil 1.2. Kerevitlerin dorsalden (a) ve ventralden (b) viicut kisimlarinin adlandirilmasi
(Mazlum ve Yilmaz, 2012)

1.1.2. ¢ anatomisi ve sindirim sistemi

Kerevitler kompleks ve gelismis bir organ sistemine sahiptir. Kerevit tarafindan
alman besinler kiskaglar ve ¢ene kisminda bulunan ¢ikintilar yardimiyla pargalanir ve
agizdaki diger uzantilara tasinir. Mandibul, maksil ve maksilliped besinleri tutarak ¢eneler
arasina getirir. Alinan besin agizda bulunan disler tarafindan parcalanarak kisa ve tiip
seklindeki Ozafagustan gecerek mideye ulasir. Mide kardiak ve pilorik olmak iizere iki
kisimdan olugmaktadir ve gastrik mill olarak adlandirilan bir yapi tarafindan ayrilir.
Kardiak midede besin depolanir ve zaman i¢inde gastrik mill i¢inden gegerek islem goriir.
Sindirim islemi pilorik mide ve hepatopankreasda gerceklesir. Alinan besin gastrik mili

gecer gecmez pilorik mideden orta mideye, oradanda abdomen boyunca uzanan ve



telsonda son bulan barsaga gecer. Tiim sindirim kanali (orta mide disinda) ince bir kitin
tabakaya sahiptir ve her kabuk degisiminde dis iskelet ile birlikte atilmak zorundadir.
Kerevitlerde mide, mide tas1 olarakta adlandirilan gastrolitlere sahiptir. Bunlar kalsiyum
karbonat igerir ve kardiak midenin her iki yaninda bulunur. Biiyiime i¢in kabuk degisim
esnasinda eski kabuktaki kalsiyum karbonatin bir kismi gastrolitlerde ¢oziinmiis forma
getirilerek agiz kismimin ve dis kabugun olusumunda kullanilir. Yeni olusacak kabugun
sertlesmesi i¢in toplam kalsiyum karbonat miktarmin 1/3’ii mide, hepatopankreas ve
kandan saglanmaktadir. Hepatopankreas sefalotoraksda yer alir ve li¢ lobdan (karapaksin
on kismina dogru ¢ikinti olusturan iki lob ve arkaya dogru uzanan iiglincii lob) olusur.
Proteinaz ve lipaz gibi sindirim enzimlerinin Uretildigi, vicut icin gerekli olandan daha
fazal miktarda alinan besinlerin depolandigi organdir (Holdich ve Reeve, 1988; Conklin,
1995; Chen, 1998; Vogt, 2002).

1.1.3. Solunum sistemi

Kerevitler ihtiyaglari olan oksijeni karapaksin hemen altinda bulunan solungag
odaciklarindaki solungaglari ile alirlar. Solunga¢ odaciklari alta ve yana acilarak suyun
girisine izin verirler. Kerevitin bulundugu ortamda bulanan su, ikinci maksillere bagli olan
cikintilarin ileri geri hareketi sayesinde solungag i¢ine ¢ekilir. Cogu kerevit tiiriinde 7 adet
solungag c¢ifti bulunmaktadir. Bu solunga¢ ciftleri, son iki maksilliped ciftine, yiiriime
ayaklarimin zeminine ve agiz kismina baglanmistir. Tilly benzeri kollarla birka¢ ¢ukur
i¢inde yer alirlar. Bu cukurlar ise viicut boslugu ile birlesik durumda bulunurlar. Boylelikle
mavimsi renkte olan kalbe doniis yokundaki kan, taze oksijenin saglandigi solungaclara
yonlendirilmektedir. Solungaglardan ¢ikan kan, perikardial bosluga girdikten sonra tekrar
sirkiilasyon icin kalbe akmaktadir. Bu akimlar sonucunda viicuttaki tiin hiicrelere oksijen
saglanir. Bu oksijenin 6nemli bir kismi1 kerevit tarafindan alinan besinlerin pargalanmasi ve
enerjinin agiga ¢ikarilmasinda kullanilir (Atay, 1997; Alpbaz, 2005; Mazlum ve Yilmaz,
2012).

1.1.4. Yasam alanlar

Kerevitler ¢aylarda, nehirlerde, gollerde ve hatta batakliklarda yasarlar. Genel

olarak taglarin altinda ve s1g ¢ukurlarin igindeki ¢akilli diplerde bulunurlar. Taglikli, asiri



derin olmayan alanlari, yogun bitkili, oyuk ve balciksiz sulart tercih ederler. Turkiye
akarsularinda ¢esitli bolgelerdeki gol ve goletler ile goller bolgesinde genis bir alana
yayilmustir. A. leptodactylus, i¢ sularimizda hizli ¢gogalma olanagina sahip olan Astacus
astacus tiirtiyle benzerlikler gostermektedir. Bu 6zelliginden dolay1 Tiirkiye, 6zellikle Bati
Almanya basta olmak iizere 1980’li yillarda tum Avrupa Ulkelerine yogun miktarda kerevit
eti ihra¢ eden lilke haline gelmistir. Ancak balik¢ilarin bilingsiz yaklagimlari sonucunda bu
onemli potansiyel yok olma tehlikesi ile karsi karsiyadir (Alpbaz, 2005). Kerevitlerin
renkleri yasadiklar1 bolgeye gore degismektedir. Dogal yasam alanina benzeyen ¢ok bitkili,
balgikli ve sazli yerlerde yasadiklarindan, agik yesil ve koyu zeytin yesiline kadar, kumlu
ve c¢akilli bolgelerde yasadiklarinda, kiskaglarda kahverengi noktalarla bal sarisi renkte,
balcikli diplerde yasayan Orneklerin renkleri ise siyah gorlinlimlii olabilmektedir.
Kiskaclarinda ve sefalotoraksin tizerinde kahverengi benekler bulunur (Dalogullari, 2012).

Kerevitlerin ¢evresel kosullara tdleransi; tiirlere gore degismektedir (Tablo 1.1)
(Barim, 2005; Mazlum ve Yilmaz, 2012).

Tablo 1.1. Kerevitlerde su kalitesi degerleri

Suyun Ozellikleri Degerler

Buytmeleri igin 14-22 °C
Sicaklik -

Uremeleri icin 6-13 °C
pH 6,5-8,5
Oksijen > 6 ppm
Kalsiyum > 5 ppm
amonyak <0,1 ppm
Sertlik 50-200

1.1.5. Beslenme ve buyimeleri

Kerevitler ¢cok yonlii beslenme 6zelligine sahip canlilardir. Hem hayvansal kaynakli
(kurtlar, bocekler, molluskalar, zooplankton vb.) hem de bitkisel kaynakli besinleri
degerlendirebilirler. Ayrica kerevitler mikrobiyal agidan zengin olan detritus ile beslenme
ozelligine sahip canlilardir. Yavru donemlerinde hayvansal protein degeri yiiksek besinleri

tercih ederken, eriskin dénemlerinde bitkisel kaynakli besinleri tercih ederler. BlyUdukce



Ozelliklebitkisel kokenli besinlerle beslenen kerevitlerin, temel besin olarak yararlandiklari
kaynaklar dekompoze bitki saplarinin etrafinda bulunan bakteri, mantar ve g¢esitli
mikroorganizmalardir. Kerevitler su sicakligina bagli olmakla beraber ilkbahar
baslangicindan sonbahara kadar ¢ok iyi beslenirler. Yogun besin aldiklar1 zaman ise su
sicakliginin 20-25°C oldugu donemlerdir. Kabuk degistirme donemine giren kerevitler bir
slire igin besin almazlar (Alpbaz, 2005; Barim, 2005).

Kerevitler baliklardan oldukga farkli bir biiylime 6zelligine sahiptir. Kabuklu bir
canli olduklarindan boyca biiylimeleri sadece kabuk degisimi sonrasinda olur. Tiim suda
yasayan canlilarda oldugu gibi kerevitlerinde yasam donemleri ortamdaki suyun
Ozelliklerine ve mevcut besin bolluguna bagli olarak degisir. Kabuk degistirme
donemlerinde bu canlilar gayet sessiz ve sakin doneme girerek yem almazlar ve
renklerinde degismeler olur (Atay, 1997). Gollerde yasayan kerevitler ortam sartlarina
adepte olmus ve yeterli besin ile 3. yilin sonunda 8,00-9,50 cm uzunluga ulasinca cinsi
olgunluga erigirler. Gelisebilmeleri i¢in uygun ortamin olmadigi sularda kerevitler
yeterince besin bulamadiklarindan geg¢ kabuk degistirirler (Atay, 1997; Alpbaz, 2005).

Kerevitin dis kabugu endokutikula, ekzokutikula ve zarimsi bir tabakadan olusan
prokutikul ve epikutikuldan meydana gelir. Epikutikul kitin igcermez. Yapisinda ¢ok az yag
vardir. Kerevitlerin su kaybindan korunmasi, dig kabugun kalinligi ve lipoproteinlerin
tabakalagmasi ile saglanir. Kabugun yapisinda sertlesmeyi saglayan CaCOg, Kitin gibi
maddeler bulunur (Reynolds, 2002).

1.1.6. Uremeleri

Kerevitler ayri eseyli hayvanlar olup testis ve ovaryumlan ¢ift olarak bulunur.
Yumurtlamak suretiyle ¢ogalirlar. Bu canlilarin ¢iftlesmesi 8-9,5 cm total boyda ve 3-4
yasinda gerceklesir. Genital agiklik; erkekler de V. c¢ift pleopodlarin koksa denilen
parcasinin i¢ yiizeylerine, disilerde III. ¢ift pleopodlara acilir (Kumlu, 1998; Reynolds,
2002). Erkek ile disi ¢iftlesdikten sonra erkegin spermatoforlari disinin ventral ylizeyinde
depolanir. Yaklagik olarak iki hafta sonra yumurtalar disi tarafindan yumurtlanir. Bu
yumurtalarin dollenmesi disarida ve glair adi verilen mukus igerisinde gergeklesir
(Reynolds, 2002). Tatli su istakozlarinda yumurta verimliligi temel olarak; tiire, besin
durumuna ve cevresel faktorlere gore degismektedir. Bu canlilardaerkek ve disinin

ciftlesmesi Ekim-Kasim aylarinda ve su sicakligi 7 ile 12 °C arasinda iken olusabilir.



Yumurtalarin gelisimi Ocak-Haziran boyunca devam eder. Yumurtalarint su sicakligina
bagh olarak bes alt1 ay, daha soguk ortamlarda ise alti-yedi hatta sekiz ay tasiyabilirler
(Barim, 2005).

1.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller kisa 6miirlii, kararsiz, diisiik molekul agirlikli bir veya daha fazla
eslesmemis elektrona sahip olan ¢ok etkin molekiillerdir. Oldukga reaktif 6zellige sahip
olan radikaller organik ve inorganik molekuller halinde bulunabilir.

Radikal grubunda bir¢ok atom bulunmasina ragmen halojen ataomlari, oksijen
metabolizmasinin ara triinleri olan oksijen ¢esitleri, Cl, Br gibi atomlar, N*, K* gibi alkali
metal atomlar;, NO, NO; gibi atom kombinasyonlar1 daha yaygin radikallerdir. Ozellikle
oksijen radikalleri canliligin devami i¢in gerekli olup bircok enzim tepkimeleri ve
biyolojik olusumlar i¢in gereklidir (GOkalp ve ark., 1992; Akkus, 1995; Memisogullari,
2005).

1.2.1. Serbest radikal kaynaklar:

Organizmadaki serbest radikaller hem endojen hem de eksojen kaynaklar tarafindan
olusturulabilir. Normal yasam suresi igerisinde serbest radikaller hiicrede ve cevrede
strekli olarak dretilir. (Mercan, 2004; Karabulut ve Gilay, 2016).

1.2.2. Reaktif oksijen turleri

Superoksid (02_'): Bu radikal molekiiler oksijenin indirgenmesinde ara basamaktir

ve olustugu yerden fazla uzaga diffiize olamaz. Bu radikalin hiicrede molekiiler diizeyde

onemli Ozelligi, sekonder olarak {tirettigi radikallerdir. Dogal oksijen molekiiliiniin baska
bir molekiilden elektron almis hali olan O{-mitokondriyal elektron transfer zincirinde
rediikte nikotinamid adenin diniikleotid (NADH)’in okside nikotinamid adenin diniikleotid

(NAD+)’e okside olmas1 reaksiyonlar ile iiretilir. Farkli oksidaz tarafindan da iretildigi
belirlenmistir. Sinlet oksijen radikalleri (O2) genel olarak anyon seklinde tarif edildigi

halde, ortamin pH sina bagli olarak protonlanarak katyon haline doniigebilir ve perhidroksi
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radikali (HOZ') ismini alir. Siiperoksid, bir serbest radikal olmasina ragmen, kendisi direkt
olarak fazla miktarda zarar vermez. En onemli etkisi, H,O, kaynagi ve ge¢is metal

iyonlarmin indirgeyicisi olmasidir. Slperoksid seviyesi ortamda yikselirse siperoksid

dismutaz (SOD) enzimi ile hidrojen peroksid (H,0,) ve oksijene déniistiiriilerek miktarin

indirgenmesi yoluna gidilir (Mercan, 2004; Memisogullari, 2005).

Hucresel reaksiyonlar esnasinda iki stiperoksit radikali birbirleriyle etkileserek, biri
oksitlenirken digeri rediiklenir. Bunun sonucunda ise H2O» ve O meydana gelir
(Gozikara, 2011). Dismutasyon tepkimesi olarak adlandirilan bu tepkimeler sonucunda
stperoksit radikalleri ortamdan temizlenir (Akkus, 1995; Gozikara, 2011).

Hidrojen Peroksid (H,O,): Cesitli tepkimeler esnasinda ortamda bulunan dogal

oksijen molekiilii bagka bir molekiilden iki elektron almissa peroksid olusur. Bu esnada

peroksid molekili iki H molekiilii ile birlesirse H,0O, olusur. Olusan H,0, ortamdaki

stperoksidin SOD ile dismutasyonu sonucu veya spontan olarak ta Uretilebilmektedir.

Hiicrede olusan H,O, ashinda radikal degildir ve bu nedenle kendi basina hiicreye zarar

vermez. Ancak dretildigi bolgede membranlari geger, sitozole diffiize olur ve uzun 6mirli
bir oksidan olarak siiperoksidin ulasamadigi zarlarda korunan yapilara hemen ulasabilir.
Bu tir membranlarda stperoksidle reaksiyona girer veetkin reaktif ve zarar verici radikal
olan hidroksil radikali olusturmak i¢in yikilabilir. Molekiller oksijenin cevresindeki
molekillerden 2 elektron (é), stiperoksidin ise 1 é almasi ile H202 olusmaktadir (Winston
ve Giulio, 1991; Goziikara, 2011).
Hicrelerde biyolojik sistemlerde H2O> asil iiretimi siiperoksidin dismutasyonu ile olur.
Tepkimeler esnasinda iki siiperoksit molekiilii bir proton alarak hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijeni olustururlar.
Serbest radikal tanimina uymayan H2Oz yiiksiiz oldugundan dolayr membranlar difiizyonla
kolayca ge¢mesine ragmen siiperoksit (-) yiiklii oldugundan anyon kanali bulunan
membran olmadik¢a (anyon kanali bulunan tek membran eritrosit membranidir)
membranlardan difiizyonu oldukca zordur. Bu nedenle H;02 O2"‘nin girmedigi
membranlara da girer ve biiylik oranda hasar olusturabilir. Hidrojen peroksit stperoksit
radikali ile de tepkimeye girer ve hem reaktif hem de zarar verici oksijen radikali olan
hidroksil radikali olusur.

Stiperoksit ve hidrojen peroksit, metal katalizorlerinin bulunmadigi durumlarda

kolayca ortamdan uzaklastirilarak zararsiz hale getirilebilir. Bazi bakteri ve hayvan
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hiicreleri, ¢esitli tepkimeler ile az miktar H2O; ile hasar goriirken bazilar1 fazla miktarda
H20; iiretebilir. Hiicrelerde olusan H202 daha ¢ok katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz
(GSH-PX) tarafindan parcalanarak detoksifiye edilir (Akkus, 1995).

Hidroksil Radikali (OH): Bilinen en aktif radikaldir. Bircok reaksiyonla radikal
tiretimine katki saglamaktadir. Hucrelerde bulunan temel bazi biyokimyasal maddelerin
biiyiik bir kismiyla reaksiyona girebilir. Bu tepkimeler sonucu hidroksil radikali olusabilir.
Ortamda olusan enerji hiicre suyu ile degerlendirilir. Boylece kovalent bag kaybolur. OH”
radikali, kisa yar1 dmiirlii ve oldukga reaktif olan oksitleyici ajandir (Akpoyraz ve Durak,
1995; Memisoglu, 2005).

Hucrelerde olusan serbest radikal tepkimeleri biiyiilk oranda, hidroksidin
paylasiimamis elektron igermesi elektron alma ilgisinden kaynaklanabilmektedir (Mercan,
2004; Memisogullari, 2005). Fizyolojik sartlarda OH” radikali olusmasi icin Oz
radikalinin elektronu H202’ ye aktarilarak siiperoksit radikalini indirgemesi, siiperoksit
radikallerinin kendiliginden dismutasyonuna gore olduk¢a yavastir. Cok zayif bir asit
ozellige sahip olan OH™ radikalinin, biyolojik sistemlere fizyolojik ve patolojik etkileri
vardir (Akkus, 1995; Gozikara, 2011).

1.2.3. Serbest radikallerin yararlari

Metabolik aktiviteler neticesinde diisiik yogunlukta olduklarinda reaktif oksijen
tirleri ile reaktif nitrojen turlerinin yararli etkilerinden s6z etmek miimkiindiir. Bunun
yanisira fagositoz araciligiyla enfeksiyonlara kargi savunma, sitokrom p450 tarafindan
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, mitokondride ATP iiretimi, hiicre biliyiimesi ve diisiik
konsantrasyonda mitojenik yanitlara neden olma gibi hiicresel faaliyetler de sayilabilir.
Ayrica metabolik aktiviteler esansinda diisiik yogunluklarda iiretildiklerinde dahi bunlarin,
nukleer transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu, intraselluler depolardan kalsiyumun
salinimi, bazi sitokinler ve bliylime faktorii sinyallerinin aktivasyonu gibi hiicresel
sinyaller tizerine 6nemli rolleri oldugundan bahsedilebilir. Bunlarin diginda ROS; tiroksin
ve prostaglandin gibi molekiillerin biyosentezine katilip bu islemlerin gerceklesmesini
hizlandirt. ROShiicre ortaminda ¢oziilerek guanilat siklaz aktivitesinin diizenlenmesinde ve
gen transkripsiyonu gibi hayatsal faaliyetlerde kullanilir. Ozellikle endotel hiicreleri
tarafindan kullanilan NO 16kosit adezyonu, platelet agregasyonu, anjiogenesis, trombozis

ve damar diiz kaslarimin kan basincimi diizene birakilabilmesi i¢in olduk¢a gereklidir.
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Ayrica, ndronlar tarafindan tiretilen NO 6nemli bir transmitter maddedir ve ndral plastisite
icin temel 6ge iken, makrofajlar tarafindan iretilen NO immun yanit olusturmak igin

gerekli bir mediatorddr. Bunlar stiperoksit ve H,O, ikinci haberciler gibi hareket edebilir.

Fakat hicresel aktiviteler sonucunda bu serbest radikallerin birikimi artik¢ca zararh
etkilerinin ortaya ¢ikmasi kag¢inilmazdir (Devasagayam ve ark., 2004; Fang ve ark., 2002;
Valko ve ark. 2007).

1.2.4. Serbest radikallerin zararlar
1.2.4.1. Membran lipidleri tzerine etkileri

Lipid peroksidasyon (LPO) hiicre membraninda bulunan fosfolipit, gliserit,
glikolipit ve sterol yapisinda yer alan doymamis yag asitleri (PUFA)’nin serbest oksijen
radikalleri tarafindan aldehitler, peroksitler, alkoller, hidroksit yag asitler, pentan
veetangibi gesitli tiriinlere yikilma reaksiyonudur (Kavas, 1989; Winston ve Giulio, 1991;
Mercan, 2004).

Hicre membranlarimin en énemli biyomolekilleri lipid ve proteinlerdir. LPO,
membran lipidleri kadar membran proteinlerini de hasara ugratabilirler. Hayvan
membranlarinda, baskin lipidler, gliserol iceren fosfolipidlerdir (Akpoyraz ve Durak,
1995).

Oksijen molekiiliiniin lipidlere karsi yiiksek duyarliligi vardir. Membrandaki
molekiil hemoglobinden ayrildiktan sonra 6ncelikle eritrosit zarindaki lipidler reaksiyona
girerek ondan sonra plazmadaki lipoproteinlerde ¢oziinmektedir. Daha sonra hucrelerde
kullanilmaktadir. Bu reaksyonlar esnasinda dokularda bulunan PUFA’lardaki ¢ift baglara
oksijen baglanarak LPO kimyasal reaksiyonu meydana gelmektedir (Winston ve Giulio,
1991; Akkus, 1995).

Lipid peroksidasyon hiicre membranlarinda kendini devam ettiren ¢ok zararli bir
zincir reaksiyonudur. Her hiicrede direkt olarak membran yapisina ve indirekt olarak
reaktif aldehitler iireterek diger hiicre bilesenlerine zarar verir (Mercan, 2004; Karabulut ve
Gulay, 2016).
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1.2.5. Lipid peroksidasyon olusumu

Hiicre membranlarinda reaktif serbest radikallerin PUFA’dan bir hidrojen atomunu
cikarmasi ile reaksiyonlar baslamaktadir. Biyolojik sistemlerde reaksiyonlardaki
radikallerin Oz ile "OH oldugu kabul edilmektedir. Membranda olusan O2~ ve diger
metabolik yollardan ileri gelen H2O2, ‘OH’ne doniistiikten sonra LPO’na katilmaktadir.
Reaksiyonlar sonucunda olusan radikal, lipit molekillerin bir H atomu ¢ikartarak karbon
merkezli lipit radikalinin (R") olusmasina yol agmaktadir ((Mercan, 2004; Memisogullari,
2005; Karabulut ve Gilay, 2016).

RH + OH" » R+ H20

Lipid peroksidasyonun zincir asamasinda H atomunun koparilmasiyla olusan
serbest yag asidi radikali molekiler oksijen ile reaksiyona girerek ROO olusturmaktadir.
Membranda olusan ROO" olduk¢a yogun reaksyonlara girer. Boylecefarkli bir yag asidi
molekiilii ile yeni bir ROOH ve yeni bir R" (karbon merkezli radikal) olusturacak sekilde
reaksiyona girer. Bu reaksyon sonunda olusan R yeniden oksijen ile birlesir ve RH’dan
yeniden bir H* ayrilmasini saglar. Birgok membran reaksiyonunda bu sekilde olusan
ROOH, RO’ ve "OH verecek sekilde pargalanir ve bu olusan yeni radikaller hemen substrat
ile reaksiyona girerek yeni zincir reaksiyonlarmi baglatacak olan R’ radikallerini
olustururlar. Boylece olusan bir radikal siirekli olarak kendini devam ettiren yeni
radikallerin olugmasina neden olurlar (Goziikara, 2011; Karabulut ve Gulay, 2016).

Hidroperoksitler ve bunlara bagl olarak olusan serbest radikaller (ROO", RO" ve
R") ya birbirleri ile reaksiyona girerek inaktif kondenzasyon urtinlerini verirler ve zincir
uzamasi durdururlar yada zincir uzamasinin durmast degisik yap1 ve yetenekteki bazi
bilesikler tarafindan gergeklestirilir. Bu bilesiklere ise oksidasyona karsi olduklari, bu
maddelerdeki istenmeyen degisiklikleri Onleyip ortadan kaldirdiklari i¢in antioksidan
madde adi verilir (Goziikara, 2011). Viicutta olusan metabolik aktiviteler esnasinda,
membrandaki antioksidan korumanin azalmasi sonucu LPO’nun baglama ve gelisme orani
hizla artmaktadir. Membranlardaki LPO miktar1 tiir, cinsiyet ve doku Ozelligine gore

degismektedir (Barim, 2005).
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1.2.6. Protein, dna ve karbonhidratlar Gzerine etkisi

Proteinlerin serbest radikaller tarafindan etkilenme oranlar1 amino asit igerikleri ile
tespit edilebilir. Doymamis baglara ve sulfurli molekdllere radikallerinoldukca yiiksek
duyarliligi oldugundan baziamino asitleri iceren proteinler radikallerle daha kolay
reaksiyona girer (Devasagayam ve ark., 2003).

DNA, OH gibi serbest radikaller ile reaksiyona girerek hidrojen atomlarmin
kaybina veya ilavesine sebep olabilir (Fang ve ark., 2002; Devasagayam ve ark., 2004;
Sarma ve ark., 2010; Karabulut ve Giilay, 2016).

1.2.7. Serbest Radikallere Kars1 Hiicresel Savunma

Viicutta cesitli tepkimeler sonucunda olusan reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve
bunlarin meydana getirdigi biyolojik etkileri 6nlemek icin hicrelerde “antioksidan
savunma sistemleri” veya kisaca ‘“antioksidanlar” olarak bilinen ¢esitli savunma
mekanizmalar1 olusmustur. Bunlar sistem serbest radikallerin Gretilmesi ile yok edilmesi
arasindaki dengeyi saglarlar (Tablo 1.2) (Akkus, 1995; Goziikara, 2011).

Tablo 1.2. Antioksidanlar (Akkus, 1995)

Enzimatik antioksidanlar

Siiperoksit dismiitaz Siiperoksit anyonunu detoksifiye eder
Sitokrom oksidaz sistem Hicredeki O2’nin %95-99 unu detoksifiye eder
Glutatyon peroksidaz Hidrojen peroksiti detoksifiye eder

Katalaz Hidrojen peroksiti detoksifiye eder

Non-enzimatik antioksidanlar

Lipitte ¢coziinenler

B-karoten A vitamini prekirsori
a-tokoferol E vitamini

Suda ¢oziinenler

Glutatyon

Askorbik asit C vitamini

Bilirubin 0,*", OH* temizleyicisi
Urat 0,*, OH* temizleyicisi
Sistein O2*, OH* temizleyicisi
Albumin LOOH, HOCI temizleyicisi
Transferrin Dolagimdaki demiri baglar
Seruloplazmin SOD’a benzer muhtemel mekanizma
Ferritin Doku demirini baglar
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Viicutta ¢esitli tepkimelerle olusan radikalller ¢esitli temizleyicilerle ortamdan
uzaklastirilir. Serbest Radikal temizleyiciler i¢inde yer alir. Bu gruptaki bir dizi molekul,
membranda, lipofilik serbest radikalleri daha az toksik forma indirger. Ozellikle lipid
peroksidasyon dongusu icerisinde vitamin E superoksit, hidroksil ve lipid peroksi
radikallerini bu sekilde etkiler (Sekil 1.3) (Goziikara, 2011).

SERKEST RADIKALLLER e | LITID, FHF:'":H' UK
REAKS[YONLARI

TOROFEROL

ASRORBAT
e ——t BETAKARDIEN =t HEARSIYONLARI

GLUTATYON

l KATALAY

—— ¥ 1,0+ 0,
ENZIMATIE SAVUNMALAR [
HOCRFSEDL 0, SUTEROKSIT DESMUTAL

1

+ 0y + 1,0

I GLUTATYON PEROKSIDAZ Jl

/7 N\

GEH (586
b GLUTATYON
REDUKTAZ

NARE NADFI

Sekil 1.3. Serbest Radikal Mekanizmasi (Kavas, 1989)

Serbest radikalleri ortamdan temizleyen diger bir grup da sitoplazmik
temizleyicilerdir. Bu temizleyicilerden glutatyon (GSH), hidrojen peroksiti, lipid
peroksitleri, askorbat ve serbest radikalleri indirgeyebilir (Sekil 1.3). Glutatyon
peroksidazlar adi altinda bir grup ise enzim peroksit rediksiyonunu katalize eder. Bunlarin
peroksitlerle ve disulfidlerle reaksiyonundan glutatyon disilfid olusur. Ayrica glutatyon
rediktaz, kofaktor olarak NADPH'"1 kullanarak disulfidleri indirger. Bu nedenle hicresel
serbest radikal stresinin bir sekonder gostergesi de GSSG rediksiyonu igin gerekli
olanNADPH'in deplesyonudur. Huicresel transhidrojenazlar, 6zellikle NADH ve NADPH"
dengede tutmaya calisir; ortamda bir serbest radikal stresi olustugu durumlarda, hiicre
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icindeki biitiin indirgenmis piridin nukleotidlerinin konsantrasyonu belirgin olarak azalir
ve bu nedenle birgok metabolik olayin integragasyonu bozulur. Hucresel oksidan stresin
bir diger gostergesi ise intraselliiler GSSG'in yikselen konsantrasyonudur. Clnki birgok
arastirmada, bu bilesik tiol-iceren proteinlerin konformasyon ve aktivitesi tizerine zararl
etkilerde bulunabilir. Okside glutatyonun (GSSG) eritrosit disina aktif transportu glutatyon
oksidanlar1 ile ilgili olup organizmadaki pek cok hucrenin eritrositler gibi GSSG'i
temizleyici mekanizmalara sahip olduklar1 gosterilmistir (Kavas, 1989).

Radikallere karsi hiicrelerde olusan 6nemli bir grup da enzimatik serbest radikal
temizleyicilerdir. Katalaz ve peroksidazlar hidrojen peroksitin konsantrasyonunu
diisiirmeye yardim ettikleri i¢in serbest radikal temizleyicileri olarak kabul edilirler.
Bdylece, hidrojen peroksitin sitotoksik glcl buiyuk o6lcude intrasellller katalaz ve
peroksidaz aktivitelerinin ve Superoksit dismutazlar (SOD), dismutasyon reaksiyonunda
etkili metalloprotein yapisinda enzimlerdir (Mercan, 2004; Karabulut ve Gilay, 2016).

Radikaller tizerine etkili 3 tiir SOD vardir. ilki mitokondride lokalize Mn-SOD,
ikincisi sitozolde lakalize Cu-Zn SOD sonuncus ise Cu iceren ve plazmadaki superoksid
radikallerini metabolize eden vaskiler endotele bagli Cu-SOD’dir (Goziikara, 2011).

Enzimatik antioksidanlardan biri de glutatyon peroksidaz (GSH-Px)’dir. Bu enzim

redukte glutatyonu yiikseltgerken H,O,’i de suya gevirir ve bdylece membran lipidlerini ve

hemoglobini oksidan strese karsi korur. Eger ortamda vitamin E yetersiz olursa membrani
peroksidasyona kars1 korur. Ozellikle eritrositlerde ¢cok kuvvetli bir antioksidandir. Bu

enzimin yetersizligi selenyum eksikligi sonucu olabilir (GOziikara, 2011).

H,0,+ 2GSH —— GSSG + 2H,0

1.2.8. Toksikolojide serbest radikaller

Aminotriazol, asetaminofen gibi ilaglar, demir, bakir gibi metal iyonlari, ozon,
nitrik oksit gibi kirleticiler, ultraviyole 1sik, x-ray gibi radyasyon kaynaklar1 serbest radikal
olusumuna sebep olan toksik Ozellige sahip gruplardir.Yapilan arastirmalar sonucunda;
oksijen kokenli serbest radikallerin, ilag ve toksinle olusan reaksiyonlar, kursun
zehirlenmesi, agir metal nefrotoksisitesi, aminoglikozit nefrotoksisitesi, karbon tetrakloriire
bagli karaciger hasari, glomerulonefritis, iskemi, hepatitis B ve reperfizyon, Vit E

eksikligi, kanser, hiperoksi, amfizem bronkopulmoner displazi, pankreatitis, arteroskleroz
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ve romatoid artrit gibi pek c¢ok hastaligin patogenezisinde etkili olduklar1 one

strtilmektedir (Mercan, 2004).

1.3. Pestisid

Amerika Cevre Koruma Dairesi (U.S. Environmental Protection Agency, EPA)’ ne
gore tarimsal liretimi olumsuz yonde etkileyen mantarlar, hasereler, kemiriciler ve yabani
otlar gibi zararhilara kars1 kullanilan gelisim Onleyici, yok edici, sayilarini azaltict ya da
uzaklagtiric1 etkiye sahip madde ya da madde karigimlart olan biyolojik, fiziksel veya
kimyasal ajanlara pestisit denir. Latince kokenli olan pestisit kelimesi, pest = zararli, cide
= Oldiiriicli anlamina gelmektedir (Klaassen, 2001). Diinyada farkli formulasyona sahip,
sayisiz kimyasal madde her yil yaklasik 3 milyon ton civarinda iiretilmekte ve 30 milyar
dolarlik bir ticari hacim olusturmaktadir (Meister, 1999; Uckun, 2013). Tiirkiye’de pestisit
kullanim1 tiim diinya genelinde oldugu gibi giderek artmaktadir (Tablo 1.3).

Tablo 1.3. Turkiyede 2014-2018 yillar1 arasinda pestisit kullanim1 (URL-1, 2019)

2014 2016 2018
Kullanilan | Toplam tarim Kullanilan Toplam tarim Kullanilan Toplam tarim
pestisit alani pestisit alani pestisit alani
miktari miktart miktari
39723 ton 23941 bin 50054 ton 23711 bin 60020 ton 23200 bin
pestisit hektar pestisit hektar pestisit hektar

2014’ e gore %25 artig 2014’ e gore %50 artis

Diinya niifusundaki hizli artis ve tarim arazilerinin kisitli olmasi tarimsal miicadele
konusunu giindeme getirmistir. Bu miicadele bitkilerin hastalik zararli ve yabanci otlarin
etkilerinden korunarak, elde edilen {irlinlerin miktar ve kalitesini arttirma prensibine
dayanmaktadir. Bu miicadelede kullanilan bir grup tarim ilaglar1 da pestisitlerdir (Parlar,
2009).

Insanlik tarihinde bilinen ilk pesitisit kullaniminin, Mezopotamya’da yaklasik 4500
yil 6nce antik Stimer’de fungusit olarak kullanilan elemental kiikiirt tozudur. Bu bilesikler

giinlimiizde de meyvecilikte yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak zaman igerisinde bu
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dogal bilesiklerin maliyetlerinin pahali olmasi ve etkinliklerinin daha arttirilmak
istenmesinden dolay1 sentetik bilesiklerin kullanimi giindeme gelmistir. Ozellikle 1940’11
yillarin ortalarinda, boceklere kars1 savasta yaygin olarak kullanilan pestisitlerin sayisi ve
kompleksligi hizla artmistir.  Sentetik bilesikler icerisinde 1940’l1 yillarin sonunda
Ozellikle insektisit olan diklordifenil trikloretan (DDT) ve heksaklorsikloheksan ile hormon
karakterli olan herbisitlerden diklorfenoksi asetik asit (2,4-D) ve 2-metil-4-

klorofenoksiasetik asit kullanilmaya baglanmistir (Giiler ve Cobanoglu, 1997).

1.3.1. Pestisitlerin gevre tzerine etkisi

Bitkisel ve hayvansal iiriin miktarini arttirmak i¢cim kullanilan pestisitler ¢evreye
yayilim gdstererek insanlarin tiim yasam alanlarina etki etmektedir. Bu etkileri hedef dis1
organizmalara, topraga, yiizey ve yer alti sularma direkt bulagma, topraga bulasma,
dogrudan bulagsma seklinde olmaktadir. Ayrica ortamdaki kalintilar ya da farklt maddelerle
temas ederek olusturulan kalic1 bilesikler nedeniyle ayni ortamlara yine etki etmektedir. Bu
tir kimyasallarin kullanimi sonucunda %0,1’den az bir miktar1 hedef organizmaya
ulagirken, kalan miktar1 ekosisteme karigmakta ve ekosistemde siiregelen dengelerin
bozulmasina neden olmaktadir (Yildiz ve ark., 2005). Kullanilan pestisitlerin kullanildig:
ortam sartlarinda tasinimi ve yeralt1 sularina karismasinda en onemli etken, kimyasal ve
fiziksel ozellikleridir. Pestisitlerin yagda ¢oziiniirliik derecesi, toprak tarafindan tutulmasi
ve hayvanlardaki birikimini belirleyen faktorlerden biridir. Ozellikle suda ¢dziiniirliigii ve
buharlasma yetenegi yiiksek olan pestisitler kolaylikla su dongiisiine girebilmekte,
coztiniirliigi disik ve yari Omiirleri yiiksek olan pestisitler ise toprak partikiillerine
tutunarak uzun stire burada kalabilmekte ve zamanla ortamda birikmektedirler (Tosun ve
ark., 2001).

Tiire bagh olarak degismekle beraberbazi pestisitler, kalici veya parcalanmaya
direncli 6zelliktedirler. Bu nedenle, fazla miktarda daimi olarak kullanilmalar1 durumunda,
ekosistemin biyotik ve abiyotik bilesenlerinde ekosisteme girdikleri andan itibaren giderek
artan miktarlarda akimule edilirler. Bu akimilasyon sonucunda ise, beslenme yoluyla
canlilara gegerek besin zincirinin en tepesindeki insanlara kadar ulasarak en fazla birikimi
insanlarda yaparlar. Ornegin, zararli bdceklere karst kullanilan DDT’nin, yogun
kullanildig1 bolgelerde, besin piramidinin en alt tabanindaki canlidan en tepesindeki

canltya dogru giderek artan oranlarda birikim yapmis, deniz ve goéllerdeki fitoplanktonlarin
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fotosentez yapmalarini engelleyerek birincil iiretimi azaltmistir. Besin zincirinde Ustlerde
bulunan yirtict kuslarin tiremesini engellemistir. Bu sirada DDT’ye karsi direng kazanan
bocek tiirleri daha giiclii bir sekilde ¢ogalarak daha ¢ok zarar vermeye baglamistir (Serrano
ve ark., 2004).

Pestisitler, kimyasal yapilar1 geregi toksik olduklarindan bazi yardimci maddeler
ile karistirilarak kullanilirlar. Bdylece olusturulan “Formiilasyon” denen bu fiziksel karigim
icinde belirli bir oranda bulunan pestisit, “etkili madde” veya “aktif madde” olarak
adlandirilir. Bu tiir formiillerin olusumunda bulunmas1 gereken 6zellikler standart metotlar
gelistirilerek WHO (Diinya Saglik Orgiitii) ve FAO tarafindan belirlenir. Genellikle aktif
madde, yardimc1 maddeler, emiilgatorler ve dolgu maddelerinden olusmaktadir (Cecchine
ve ark., 2000).

Tiirkiye’de tliketilen 40 bin ton tarim ilacinin, %47’sini insektisitler, %24 linii
herbisitler, %16’sm1 fungusitler, %13’iinii de diger gruplar olusturmaktadir. Ulkemizde
zirai ila¢ olarakta ifade edilen pestisit kullanimi son on yillik siiregte 54 bin tondan %27
oraninda azalarak 40 bin tona diismiistiir. Bu pestisitlerin yillik satis tutar1 da yaklasik 230-
250 milyon dolardir (Canik, 2012; Uckun, 2013).

1.3.2. Pestisitlerin Su Canhlar1 Uzerine EtKkisi

Ekosfere kirletici maddelerin girisi bir siire sonra g¢evrede esit olamayan bir
dagilimla yayilacaktir. Ornegin, biyolojik sistemlerde, ¢esitli tepkime basamaklarinda ve
farkli viicut kisimlarinda dagilim olacaktir. Ornegin, su-balik, balik viicudunda kan-yag
dokusu, mikrosom-sitosolarasi sivisinda gegis ve dagilim farkli olmaktadir. Bu tiir kirletici
maddeler canli i¢inde dagilmadan once hiicre zarini gegerek i¢c kisma yonelirler. Bu
sebeple hiicre zar1 kirletici maddelerin ve diger kimyasallarin hareketini kontrol etmede
yasamsal onem gosterirler. Eger ortamda bulunan kimyasalin yagda ¢6ziinme kapasitesi
cok diistik ise hiicreye, hiicre zarinda ¢oziinerek pasif tasinim yoluyla yada hiicre zarindan
gecemeyecek kadar buyukse filtrasyon yoluyla gecer. Aktif tagima sisteminde ise Dbir
tastyici bulunmaktadir. Bu yolla kirletici maddenin kimyasal formu makromolekdler bir
tasiyict ile hiicre zarinin i¢ kismina dogru hareket eder. Bu hareket sistemi ile kimyasal
maddenin hem hicre igine almmasint hemde hiicreden disar1 atilmasii saglanir. Bu
kimyasallar sudan dogrudan yada besinler yoluyla alinarak dogal besin zinciri iginde bir

trofik seviyeden digerine transfer olur (Parlar ve ark., 2009). Genel olarak, canlilar
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kimyasal maddeleri 3 farkli yoldan absorbe ederler. Bunlar; solunum yoluyla, deriden

absorbsiyon ya da sindirim sistemi yoluyla (besin) olur.

1.3.3. Strobilurinler

Dogal ortamda bulunan strobilurinler, methyl (E)-3-methoxy-2-(5-phenylpenta-
2,4dienyl) acrylate yapisinda olup, bu maddenin g¢esitliligini, 3. ve 4. pozisyondaki
aromatik halka degisimleri saglamaktadir (Sekil 1.4). Temel yap1 baz alinarak olusturulan
sentetik strobilurinler, yan zincir modifikasyonu ile gelistirilmis fotostabilite 6zelligi
kazandigindan, [-methoxyacrylate farmakoforu sayesinde dogal strobilurinler gibi
biyolojik aktivite gosterirler (Hiter, 2011).

Tarimsal fungusitlerin 6nemli bir smifi olan strobilurinlerin gelisimine /-
metoksiakrilik asidin dogal fungisidal tiirevleri onciilik etmistir. Bu maddeler Strobilurus
cinsi mantarlardan gelmektedir. Strobilurin A veoudemansin A 6rnek olarak verilebilir.
Dogal strobilurinler, Basidiomycetes sinifina ait Strobilurus tenacellus ve Oudemansiella
mucida tiirlerinde tanimlanmaktadir. Bu tiir dogal strobilurinler, bakterilere kars1 inaktif
iken, maya ve filamentli funguslara kars1 oldukc¢a aktifdirler (Balba 2007; Bartlett ve ark.,
2002).

R

Sekil 1.4. Strobilurinlerin temel yapilar1 (Ugkun, 2013)

Oldukga genis spektruma sahip bu tiir fungusitler, ylksek secici toksisiteleri ve
verimi artirmadaki performanslar ile diger fungusitlere goére dnemli avantajlar saglarlar.
[k kez strobilurin grubu fungusitlerin satislar1 1996 yilinda azoksistrobin ile baglamustir.
(Barlett ve ark., 2002). Strobilurin sinifina ait kimyasallar etkilerinifungal yasam
dongiisiiniin ilk basamagi olan sporlarin ¢imlenme asamasinda gosterirler. Bu tir

maddeler, mitokondri i¢ membraninda bulunan ve elektron tagima sisteminin bir elemani
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olan sitokrom bcy enzim kompleksinin kinol oksidasyon bdlgesinebaglanarak sitokrom C1
ve sitokrom b arasindaki elektron transferini bloke ederek, rediikte NADPH oksidasyonunu
ve ATP sentezini engelleyerek funguslarda hiicresel solunumu sekteye ugratir. Boylece
enerji Uretimini durdurarak, fungusun 6ltimine neden olur (Bartlett ve ark., 2002; Balba
2007; Fernandez-Ortufio ve ark., 2010).

Sentetik strobilurin grubu fungusitler, genel olarak diisiik toksisiteye sahiplerdir.
Bunlar sinirli dozlarda kullanildiklarinda kuslar, memeliler ve arilar igin toksik degillerdir.

Ancak sucul canlilar i¢in tiire baglh olarak farkli toksisite gostermislerdir (Barlett ve ark.,

2002).

1.3.4. Trifloksistrobin

Bayer Crop Science tarafindan 2000 yilindan beri iiretilmekte olan Trifloksistrobin
(TFS), methyl (E)-methoxyimino-{(E)-a-[1-(a,a,a-trifluorom-tolyl) ethylideneaminooxy]-
o-tolyl}acetate (IUPAC), suda c¢Oziiniirliigi 0.61 mg/L olup, sicakliga bagli olarak
notralden alkaline kadar birgok pH araliginda hidrolize olur. (Sekil 1.5). Diger strobilurin
grubu fungusitler gibi TFS ninde sudaki degredasyonu temel olarak biyolojik ve fotolitik
siiregler sonucu olmakta, hedef olmayan sucul canlilar i¢in yiiksek diizeyde toksisite
gostermektedir. TFS’nin g¢evredeki yarilanma omrii suda 2, toprakta 15-55 gindir. Bu
madde degradasyon sonrasi birinci dereceden asit metabolitine (CGA321113) ve bir seri
izomere doniisiir. Topraktaki yarilanma 6mrii uzun siire alan (301 giin) CGA-321113, suda
¢Oziinebilir (30,9 ppm) ve tasmabilir Ozellik gosterir. Yer altt sularina ulasabilme
potansiyeli olan CGA321113, hidrolize direnglidir ve yaklasitk 1 m derinlikteki toprak
profilinde saptanmistir. Bu madde, yiizeye piiskiirtme, atmosferik taginim, yagmur sulari
ve uygulama sirasinda arazi iizerinde bulunan hayvanlarin hareketleri gibi yollarla su
ortamlarina taginir. Boylece sucul organizmalarda, TFS’in suda ¢6ziiniir bir metaboliti olan

[(E, E)-trifloksistrobin asit]’e maruz kalabilirler (Banerjee ve ark., 2006; EPA, 2002).
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C20H 19F3N204; 408.4 g/mol

Sekil 1.5. Trifloksistrobinin molekiiler yapisi (Ugkun, 2013)

21



2. MATERYAL VE METODLAR

2.1. Materyal

2.1.1. Arastirma suresi ve yeri

Arastirma 01 Temmuz-30 Agustos 2019 tarihleri arasinda yapildi. Bu aragtirmanin
toksikoloji kismi Firat Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Cip Balik Uretim Tesisi’nde,
doku analizi kismi ise Firat Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Arastirma
Laboratuvarlarinda yapildi.

2.1.2. Arastirmada kullanilan pestisit

Aragtirmada strobilurin fungusitlerden Trifloksistrobin (TFS) (methyl (E) -
methoxyimino-{(E) — a- [1- (a, a, atrifluoro — m — tolyl) ethylideneaminooxy] — o —
tolyl}acetate) kullanildi. Bu pestisit tiirii FLINT WG 50 ticari ad1 ile Bayer Tiirk tarafindan
tiretilen ve pazarlanan bir preparatdir.

2.1.3. Kerevitlerin saglanmasi

Arastirmada kullanilan kerevitler (A. leptodactylus) Keban Baraj Goli Aydincik

yoresinden avcilikla elde edildi.
2.1.4. Kerevitlerin yem bilesimi
Arastirmada, kerevitleri ortam sartlarina adepte etme doneminde kullanmak iizere

Cip Balik Uretim Tesisinde pelet yem yapildi. Bu yem Barim (2005), tarafindan

olusturulan ve kerevit gelisiminde olumlu sonuglarin alindig1 formiile goére diizenlendi
(Tablo 2.1).
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Tablo 2.1. Aragtirmada kullanilan yemin yapisina giren yem maddelerinin bilesimi (%)

Yem Maddeleri %
Balik Unu 35,9800
Bugday Unu 19,3000
Soya Kiispesi 38,6400
Bitkisel Yag 4,0000
Sodyum fosfat 0,4000
Dikalsiyum fosfat 1,0000
Vitamin karmasi 2 0,5000
Mineral karmasi® 0,1800
Toplam 100,0000

(a) Vitamin Karmasi (Rovimix 107): Her 5 kg Rovimix 107’de aktif madde olarak:
Dz vitamini 1,000,000 IU, E vitamini 100,000 IU, A vitamini 10,000,000 1U, K vitamini
15,000 mg, Bz vitamini 5,000mg, B> vitamini 15,000 mg, Calcium D-Pantothenate 50,000
mg, Niacin 150,000 mg, Be vitamini 10,000 mg, B> vitamini 20 mg, Choline Chloride
500,000 mg, Folic Acid 3,000 mg, D-Biotin 1,000 mg ve C vitamini 300,000 mg icerir.

(b) Mineral Karmas1 (mg/kg): Fe 35,000, Mn 80,000, Zn 50,000, Cu 5,000, I 2,000,
Co 400 ve Se 150.

Arastirmada kullanilan yemin ham besin madde miktarlar1 Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2.2. Arastirmada kullanilan yemin ham besin madde duzeyleri (%)

Ham Besin Maddeleri %

Protein 37,53

Yag 7,48

Kl 14,90

Seliloz 4,05
Azotsuz Oz Madde 29,56
Nem 6,48
Toplam 100,00

Bu tez ¢alismasinda kullanilan yemin toplam enerji, protein/enerji diizeyleri, suda

¢oziinme siiresi, pH’si1, peletin ¢ap1 ve boyuna ait degerler ise Tablo 2.3’de verilmistir.
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Tablo 2.3. Arastirmada kullanilan yemin toplam enerji, protein/enerji diizeyleri, suda
¢Ozilinme stiresi, pH’s1, peletin ¢ap1 ve boyuna ait degerler

Parametreler Miktar
Toplam Enerji (kkal /g) 3,42
Protein/Enerji (mg/kkal) 115,30

Suda ¢0zunme suresi (dk) 50-55
pH 5,96-6,10

Pelet cap1 (mm) 2-2,5

Pelet boyu (mm) 19-22

2.1.5. Arastirmada kullanilan suyun 6zellikleri

Arastirmada kullanilan suyun fiziksel ve kimyasal oOzellikleri Tablo 2,4°te

verilmigtir.

Tablo 2.4. Aragtirma suyunun o6zellikleri

Ozellikler Miktarlar
Sicaklik (°C) 20-22

pH 8,02-8.30
Coziinmiis oksijen 7,05-7,20
Toplam sertlik 17 FS°
Toplam alkalinite 232,28 mgCaCO3/L
Coziinmiis kat1 madde 219 mg/L
Kalsiyum 53,5 mg/L
Magnezyum 12,08 mg/L
Klorir 22,36 mg/L
Amonyak 0 mg/L
Bulaniklik (NTU) 0

2.1.6. Diger arac ve gerecler

Aragtirmada, kerevitlerin canli agirlik tartimi 0,05 g hassasiyetli dijital terazi, total
boylart 1 mm taksimatli 6l¢iim tahtasi, suyun sicakligi, oksijen miktar1 ve pH’1 ‘Hanna-
91140’ model oksijen metre kullanilarak tespit edildi.

Laboratuvarlarda kesim i¢in makas, pens, petri kutulari, otomatik pipet (50-
1000ym), cam malzemeler (beher, mezir, tip), analizlerin yapilmasi i¢in spektrofotometre
kullanildi.
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2.2. Metot

2.2.1. Arastirmanin planlanmasi ve kurulmasi

Keban Baraj Golii Aydincik yoresinden temin edilen kerevitler 200x200x50 cm
boyutlarinda 8 adet beton havuzlara stoklandi. Havuzlarin taban kismina 7 cm ¢apinda,
20-30 cm buyutlarinda plastik borular yerlestirilerek kerevitlerin gizlenme alanlar1
olusturuldu. Kerevitlerin bulundugu havuzlarda ortalama su sicakligi 21,8+1.12, oksijen
7,04+£0,51 ve pH 8,03+0,22 degerleri olarak kaydedildi. Kerevitlere verilecek yem
miktarinin tespit edilmesinde su sicakligi 6n planda tutuldu (Cetinkaya, 1995). Belirlenen
yem miktar1 kerevitlere giinde iki 6giin halinde verildi. Kerevitler bu havuzlarda 20 giin
birakilarak ortam sartlarina adaptasyonlari saglandi.

Adaptasyon havuzundan alinan kerevitler 15 giin boyunca laboratuvar sartlarinda
bulunan 15 litre kapasiteli polipropilen dikdortgen kaplara yerlestirilerek, toksikolojik
uygulamanin yapilacagi ortam sartlarina adaptasyonlarit saglandi. Bu kaplarin igerisinde
havalandirma baglanarak, 7 cm ¢apinda, 15-20 cm ¢apinda plastik borular yerlestirilerek
kerevitlerin yasam alanlar1 olusturuldu. Kerevitler bu ortamda da yemlenmeye devam
edildi. Bu laboratuvarin ortam sicakligi devamli olarak 28+1°C’de tutuldu. Ayrica, ¢alisma
ortaminda 14:10 saat aydinlik: karanlik 151k periyodu uygulandi.

Kontrol grubu kerevitler i¢in ve farkli konsantrasyonlarda pestisit ¢ozeltisi
hazirlamak amaciyla Tip I ASTM standartlarina uygun olarak hazirlanmigsu kullanildi
(ASTM, 1998). Bu amagla, her bir kullanimdan 6nce taze olarak 1 L musluk suyunda 625
mg NaCl olacak sekilde hazirlandi. Calisma esnasinda; su sicakligi, pH ve ¢oziinmiis
oksijen glnltk olarak o6lglldu. Su kalitesi parametreleri: ortalama sicaklik 9,4 + 0,5 °C, pH

7,9 £ 0,2 ve ¢ozlinmiis oksijen 7,6 £ 0,8 mg / L olarak tespit edilmistir.

2.2.2. Kerevit yeminin hazirlanmasi

Yemi olusturan maddelerin uygun bir karisim haline getirilebilmesi i¢in &giitildi.
Ogiitiilen yem maddeleri belirlenen oranlarda tartilarak homojen bir karisim saglanacak
sekilde harmanlandi. Sodyum fosfat, dikalsiyum fosfat, vitamin ve mineral karmalarini
iceren karisim, sicakligi 20 °C olan 1/1 oraninda ilave edilen su ile birlikte karistirildi.

Hamur haline getirilen yem kiyma makinesinde cekilerek pelet haline getirilip tepsilere
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yerlestirildi. Yem firminda, 60°C’de 24 saat bekletilerek kurutuldu. Yemlerin blyuklukleri

ise Barim (2005)’1n tavsiye etmis oldugu pelet yem biiytikliikleri esas alinarak hazirlandu.

2.2.3. LCso degerlerinin belirlenmesi ve trifloksistrobin uygulama

konsantrasyonlari

Arastirmada, ortalama letal konsantrasyonun (LCso) belirlenmesi amaciyla
kullanilan kerevitlerin agirlik ve uzunluk parametreleri arasinda istatistiksel olarak
farkliligin olmamasina dikkat edildi.

ASTM statik yenileme yontemi kullanilarak 96 saat boyunca TFS’nin farkli
konsantrasyonlarina (250, 500, 750,1000, 1250, 1500, 1750, 2000, 2250, 2500, 2750,
3000, 3250, 3500 ve 4000 mg Al/L(ppm)) maruz birakildi. Calismanin bu kismi, her bir
calisma icin toksisite testleri 10 L test sollisyonu (pestisit ¢Ozeltisi) iceren 15 L kapasiteli
polipropilen dikdortgen tanklarda yapildi. Kontrol grubu ve her konsantrasyon igin
hazirlanan biitiin kaplara havalandirma birakilarak, plastik barmaklar yerlestirildi. Her bir
kaba 6’sar edet kerevit birakildi. Toksisite testleri, her doz igin 2 tekrarl yapildi.

Akut toksisite testinde, TFS’ nin 96 saatlik LCso degerlerini tayin etmek icin
kerevitler 24., 48., 72. ve 96. saatlerde kontrol edildi. Olii ve canl1 bireyler saptanip sayilari
kaydedildikten sonra, 0lu olan kerevitler ortamdan uzaklastirildi. Pestisit ¢Ozeltileri
yenilendi. Kerevitlerde hareketsizlik 61Um kriteri olarak kabul edildi. Dordlncu gunin (96.
saat) sonunda tim Ol ve hayatta kalan kerevit sayisi belirlendikten sonra, deney
sonlandirildi.  Aralik belirleme deneylerinden sonra bu pestisitler icin uygulama
konsantrasyonlari LCso degerlerine bagh olarak saptandi. Calisilan TFES ile ilgili olarak
gerek Tiirk Cevre Mevzuatinda gerekse Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Avrupa Birligi (EU)
ve ABD Cevre Koruma Ajansi (EPA) tarafindan kabul edilebilir deger olarak verilen
herhangi bir konsantrasyon bulunmamasindan dolay1 LCsg verileri dogrultusunda, calisilan
TFS’nin g¢evrede bulunabilecek diizeylerinin etkisini belirlemek amaciyla LCso, LCs0/2,

LCs0/4 ve LCso/8 olacak sekilde 4 subletal doz tespit edildi.

2.2.4. Kerevitlerin subakut toksisite deneyleri

TFS’ninA. lepdodactylusiizerindeki subletal etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla

uygulama gruplart olusturuldu. Arastirmanin subakut deney kisminda kullanilan
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kerevitlerin agirlik ve uzunluk parametreleri arasinda istatistiksel olarak farkliligin
olmamasina dikkat edildi. Her bir grupi¢in hazirlanan biitiin kaplara havalandirma
birakilarak, plastik barmaklar yerlestirildi. Hazirlanan 15 Lkapasiteli polipropilen
dikdortgen tanklara her doz icin kendine ait 10 L pestisit ¢ozeltisi ve 8’ser adet kerevit
birakilarak deney diizenegi kuruldu. Subakut toksisite testleri, her doz igin 2 tekrarh
yapildi. TFS’nin bir seri subletal konsantrasyonuna (LCso, LCs0/2, LCso/4 ve LCs0/8) 96
saat siire ile statik yenilemeli test ortaminda maruz birakildi. Kerevitler, uygulamanin
baslatilmasini takiben 24., 48., 72. ve 96. saatlerde kontrol edildi. Olii kerevitler ortamdan
alindiktan vesayilar1 kaydedildikten sonra, TFS ¢ozeltileri yenilendi. Uygulama sonunda
ortamdaki Olii kerevitler uzaklastirildiktan sonra, kalan kerevitler buz anestezisi ile
uyusmalar1 saglanarak hizli bir sekilde disekte edilmistir. Diseksiyon sonunda zaman
kaybetmeden alinan hepatopankreas, solunga¢ ve kas dokular1 kilitli posetlere alinarak,
biyokimyasal analizlerin yapilacagi zamana kadar -80°C’de derin dondurucuda (Thermo,

Forma -86°C Ultra-low Temperature Freezer) muhafaza edilmistir.

2.2.5. Kerevit dokularinin homojenizasyon ve santrifiij islemleri

Dokularin homojenizasyonuna baslamadan Once, kilitli posetler buz {izerinde
coziilmeye birakildi. Su damlaciklar1 pastor pipeti ile uzaklagtirildiktan sonra tartildi. Her
bir dokunun homojenizasyon islemidokunun toplam agirliginin 4 kat hacminde (w/v) daha
onceden sagutulan homojenizasyon tamponu i¢inde yapildi. Biittin dokular tek tek buz kabi
icinde cam-teflon homojenizatér (Heidolph® RZ 2021) kullamilarak, 2000 rpm’de 30 sn
pargalandi. Bu islemden sonra homojenatlar ependorf tiiplerine aktarildi. Butiin homojenat

4°C’de 16,000 xg devirde 20 dakika sure ile santrifiije (Hettich 460 R) tabi tutuldu.

2.2.6. Biyokimyasal parametrelerin belirlenmesi

Oksidatif stresin gostergesi malondialdehit (MDA) ve antioksidan belirteci olarak
SOD, GPx ve GSH miktarlari ile toplam protein miktarlariin dl¢iim islemleri, dokularin
homojenizasyonu ve santrifiij isleminden hemen sonra, Ornekler bekletilmeksizin
mikroplaka okuyucu sistem (Thermo, Varioscan Flash 2000) kullanilarak yapildi. Her
analiz 6lgtimlerinde, her bir drnek i¢in 4 tekrarli absorbans okumasi yapildi. Dokulardaki

toplam protein dizeyleri dlculdikten sonra GPx ve SOD enzim aktivitelerispesifik aktivite
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(sirastyla Unit/mg protein ve pmol/min/mg protein) cinsinden ifade edildi. MDA, GSH
degerlerindeki degisim ise sirasiyla nmol/mg protein ve nmol GSH/mg protein olarak ifade
edildi.

2.2.7. Oksidatif stresin (mda) tayini

Doku lipid peroksit seviyesini belirlemek icin ¢oklu doymamis yag asidi
peroksidasyonunun 6nemli son drinlerinden birisi olanmalondialdehit diizeyinin
Olciminde, Buege ve Aust (1978) tarafindan tanimlanan yontemin modifiye edilerek
mikroplaka okuyucu sisteme uyarlanmis spektrofotometrik metodu kullanilmistir.Bu
metod, MDA ’nin aerobik sartlarda asidik ortamda thiobarbiturik asit (TBA) ile 100°C’de
yaklagik 15 ile 60 dakika arasinda inkiibasyonu sonucu olusturdugu pembe/kirmizi renkli
kompleksin olusumu temeline dayanmaktadir.

Ayiraclar:

Reaksiyon Karisim i¢in

a. %15 Trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi

b. %0.375 Thiobarbitirik asit (TBA) ¢ozeltisi

c. 0.25 N Hidroklorik asit (HCI) karigimi1 hazirlandi.

Islem:

1.500pL homojenat Gzerine 1500 L reaksiyon karigimi ilave edildi.

2.Tiiplerin agz: sikica kapatilarak 30 dk 100°C’deki kaynar su banyosunda inkiibe
edildi.

3. Inkiibasyon sonrast tiipler oda sicakliginda sogutuldu.

4.Sogutulan tiipler, 16000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

5.Santrifiij sonrasi tiiplerden aliman slpernatantdan 250 pLalinarak mikroplaka
kuyucuklarma 3 tekrarli olacak sekilde pipetlendi.

6.Son olarak, 535 nm’de kore (500 pL dH>O +1500 plLreaksiyon karisimi) karsi
spektrofotometrik olarak okundu.

Sonug:

Analiz sonucunda elde edilen absorbans degerleri, 1, 1', 3, 3' Tetraetoksipropan ile
hazirlanan standart grafiginden yaralanilarak pM cinsinden numunedeki MDA dizeyleri

bulundu ve doku MDA diizeyleri nmol/mg protein olarak ifade edildi (Sekil 2.1)
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MDA Standart Egrisi

v=0,013x+ 0,007
R*= 0,299

Absorbans (ODS95)

0 50 100 150 200

Malonaldehy de bis(diethyl acetal) Konsantrasyonu
(mumol/L)

Sekil 2.1. Malondialdehit (MDA) standart egrisi

2.2.8. Antioksidanlarin tayini

2.2.8.1. Superoksit dismutaz (sod) aktivitesinin tayini

Dokulardaki SOD aktivitesinin tespitinde Sun ve ark., (1988) tarafindan gelistirilen
yontem modifiye edilerek, mikroplaka okuyucu sisteme (Thermo Scientific Varioskan®
Flash) uyarlandi.

Prensip: Bu yontem reaksiyon ortaminda enzimatik bir reaksiyonla olusturulan
sliperoksitradikallerinin, ortamda bulunan nitroblue tetrazolium’u (NBT) indirgemesinin
0rnektekiSOD tarafindan engellenmesi temeline dayanir. Yontemde Oy Uretimi ksantin-
ksantin oksidaz enzimatik tepkimesi ile saglanir. Bu tepkime sonucunda olusturulan
stiperoksit radikalleriNBT ile reaksiyona girerek maksimum absorbansint 560 nm de veren
bir formazonolusturur.

Ortama ilave edilen enzimin radikalleri dismutasyona ugratmasisonucunda NBT
rediiksiyon reaksiyonu oldukga yavaslar ve sonucta spektrofotometrede okunanabsorbans
degeri diiser. Bunun sonucunda formazon olusumunun inhibisyonun tayiniyle SODmiktar1
indirekt olarak tespit edilmektedir.

Mikroplaka sisteme uyarlanmis modifiye SOD aktivitesi tayini icin 96 kuyucuklu
plakadaki (mikroplakalar) test ve kore ait kuyucuklara asagida gosterildigi gibi ¢ozeltiler

ilave edildi. Reaksiyon son hacmi 300 plLolup, kor ve ornekler ig¢in 3 tekrarli sistem
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olusturuldu. Kuyucuklara 10pLdH20 ve test kuyucuklarmalOuL &rnek tek kanalli dijital
pipet ile pipetlendi. Kor ve test kuyucuklarina 285 pLreaktif reaksiyon karigimi 8 kanalli
dijital pipet yardimiyla pipetlendi ve UzerinebuLksantinoksidazcozeltisiilaveedildi.
Mikroplakalarkaristirilarak20dakikaodasicakliginda  inkiibe edildi. inkiibasyon siresi
sonunda biitiin kor ve test kuyucuklarinal OuLCuCl,.2H>Oeklenerekreaksiyondurduruldu
vemikroplaka okuyucu sistemde (Thermo Scientific Varioskan® Flash) 560nmde saf suya

karst okuma yapildi.
Kor Numune

Reaktif (uL) 285 285

Ornek(uy - 10

dH20 (pL) O

Ksantin oksidaz (uL) 5 5
Karistirthirve25°C odasicakliginda20dakikabekletilir.
CuCl,.2H,0(pL) 10 10

Reaksiyon ortaminda bulunan enzim aktivitesi Unite/mg protein olarak

degerlendirildi.

AAzsonm Kdr — AAssonm Numune)
P s dk dk
% Inhibisyon = - x 100
.‘:'l.j:lLE-E-E"I.".I.'I'I Kl:l‘r
dk

Unite (24 Inhibisyon)
J = x D.F.

SOD Aktivitesi [ -
0450 x 0.1 mL

mL

Unite SOD Aktivitesi (=)
Spesifik Aktivite ( J =y

mg protein Protein milctam[%]
m

D.F.: Dillisyon Faktoru.
%350: NBT’nin indirgenmesini %50 inhibe eden enzim miktari.

0.1mL: Herbir kuyucukta harcanan enzim hacmi (mL).
2.2.8.2. Glutatyon peroksidaz aktivitesi

Bu calismada S16 fraksiyonlarinda GPx aktivitesi Bell ve ark., (1985) tarafindan
onerilen spektrofotometrik yontemin modifiye edilmis ve mikroplaka okuyucu sistemine

uyarlanmig sekli uygulandi. GPx aktivitesi 6lgiminde H.O> substrat olarak, sodyum azid
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(NaNs3) ise katalaz inhibitorii olarak kullanildi. Bu analiz i¢in, mikroplaka kuyucuklarina
10 pL sipernatant ve 160 pL 1 mM GSH, 0.1 mM NADPH, 0.32 unite GSH-reduktaz, 1
mM EDTA, 2 mM NaNs iceren 50 mM pH 7.4 fosfat tamponu pipetlendikten sonra bu
karisim 20°C’de 6 dakika siiresince inkibe edildi. Daha sonra kuyucuklara 30 pL 1.67 mM
H20:> pipetlenerek reaksiyon baslatildi. NADPH oksidasyonuna bagli olarak absorbans
degisimi 25°C’de 3 dakika siireyle 340 nm’de kaydedildi ve spesifik enzim aktivitesi
nmol/dk/mg protein cinsinden belirlendi (340 nm’de NADPH igin €=6220 Mcm™).

2.2.8.3. Redukte glutatyon (gsh) tayini

GSH degeri, Jollow ve ark., (1974) tarafindan gelistirilen yontem iletespit edildi.
Redikte glutatyon formunu, genellikle hiicresel proteinlerin yapisinda bulunmayan
stlfidril gruplarmin  biiyiik kismi  olusturmaktadir. Bu yontemin esasi, sulfidril
bilesiklerinin Ellman reaktifi ile reaksiyona girmesi ve nispeten kararli sar1 rengin olusmasi
temeline dayanmaktadir. Ellman’in reaktif maddesi olan DTNB’nin rediikte glutatyon ile
reaksiyona girmesi sonucunda olusan kromoforik Urin, 2-nitro-5-hiobenzoik asit, 412
nm'de bir molar absorpsiyona sahiptir. 412 nm'deki absorbans, GSH igerigi ile orantilidir
(Ezemonye ve Enuneku, 2011). Her bir slipernatant toplam reaksiyon karisiminda 5 pLolacak
sekilde mikroplaka kuyucuklarina pipetlendi. Bunun Uzerine son reaksiyon karisiminda 0.5
mM DTNB (5, 5'-dithiobis-2-nitrobenzoic acid) olacak sekilde, 0.1 M pH: 6.8 fosfat
tamponu igerisinde hazirlanmis karigimdan 120pL ilave edildi. Karistm mikroplaka
okuyucuya yerlestirildi. Daha sonra 10 saniye boyunca c¢alkalandi ve absorbans 25
°C’deGSH standart egrisine karsit 412 nm'de okundu. Numunelerin GSH seviyesi nmol
GSH /mg protein olarak kaydedildi (Sekil 2.2).
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GSH Standart Egrisi
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GSH Konsantrasyonu (mM)

Sekil 2.2. Rediikte glutatyon (GSH) standart egrisi

2.2.8.4. Toplam protein miktar: tayini

Doku homojenatlarinda toplam protein miktarlari Bradford (1976) tarafindan

gelistirilen yonteme goére ve mikroplaka okuyucu sisteme uyarlanarak saptandi (Sekil 2.3).

BSA Standart Egrisi

Y,
a 00
Q‘ 05 ¥ = 0,334x+ 0,000
S R* = 0,995
~ 04
m -
S 03
= 02
CH
¥4 0,1
<0

0 0.5 1 1.5

BSA Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 2.3. Bovine Serum Albumin (BSA) standart egrisi
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2.3. Istatistiksel Analiz ve Hesaplamalar

Elde edilen verilerin degerlendirilmesi amaciyla istatistik paket programlari
kullanildi.  Dokularda  biyokimyasal analizlersonucunda elde edilen verilerin
degerlendirilmesive LCso (ortalama Oldiriicii konsantrasyon) degerlerinin saptanmasi
amactyla SPSS 24.0 programi (SPSS Inc., USA)kullanildi. Hem 6liim oranlarinin hem de
enzim aktivitelerinin uygulama gruplarina bagh olarak test edilmesi i¢in varyans analizi
(One-Way ANOVA) yontemi uygulandi. Gruplar arasi farklilik diizeyi en az %99 olasilik
ile (p<0.01 icin) 6nemli olarak kabul edilerek gruplar arasi farkliligin 6nemli olup olmadigi
p<0.01 duzeyinde 6nem seviyesine gore belirlendi. Gruplar arasi farkliligin oldugu tespit
edildiginde, her bir biyokimyasal parametre i¢in Ornekler ikili karsilastirma ile non-

parametrik Mann-Whitney U testine gore kontrol grubu verileri ile karsilagtirildi.
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3. BULGULAR

Akut ve subakut caligmada kullanilan kerevit gruplar1 arasinda agirlik ve uzunluk
acisindan istatiksel bir farklilik olmamasina dikkat edildi. Triflokstrobinin akut testlerinin
uygulandig1 gruplarda ortalama 15,28+2.09 g agirliginda olan bireyler kullanildi (p>0,05).
Arastirmanin subakut kisminda ise TFS’nin LCso (16,34+2,06 g), LCs0/2 (15,98£1,97 g),
LCso/4 (16,49+1,83 g) ve LCso/8 (15,64+1,51 g) dozlarinin uygulandigi kerevit gruplarinin
agirliklar1 arasinda yapilan Duncan testi sonucunda istatistiksel agidan farkliligin olmadigi
belirlendi (p>0,05).

Tez calismasinda TFS tiirii pestisit toksitesini ve etkilerini belirlemek iizere tiim
asamalarda iki farkli uygulama grubu kuruldu. Oncelikle A. leptodactylus pestisitin
belirlenen biitiin konsantrasyonlarina 96 saat statik yenilemeli olarak hazirlanan test
diizenegine maruz birakildi. Buna bagli olarak TFS’nin ortalama 6ldiiriicii konsantrasyon
(LCso) degeri belirlendi.

Calismamizda TFS’nin ticari formiilasyonu kullanildigindan dolayi, deneyde
kullanilan LCso, LCs0/2, LCso/4, ve LCso/8 konsantrasyonlari, pestisite ait ticari paketin
uzerindeki % ya da litredeki aktif etken madde (Al; active ingredient) miktarina goére

hesaplandi.
— LCso
Pestisit (mg Al/L)
TFS’nin 953 saat'llk LCso 1824,00
degerleri

Akut ve subakut ¢alismalarin yapildig: polipropilen kaplarda ginliik olarak yapilan
analizlerle suyun ortalama sicakligi, oksijen (mg/L) ve pH degeleri tespit edildi.

Subakut arastirmalar sonucunda arastirma gruplarindaki (LCso, LCs0/2, LCso/4 ve
LCs0/8) kerevitlerin hepatopakreas, kas ve solungaglarindaki oksidatif stres (MDA),
antioksidan (SOD, GSH-Px, GSH) diizeyleri sekil 3.1°de verildi.

Arastirma sonuglarina gore; hepatopankreasdaki MDA aktivitesinin kontrol
grubuna gore LCso’de %221,21 LCso/2°de %155,30, LCs0/4’de %99,24, LCs0/8’de %74,24
oraninda artti@1 belirlendi. Bu aktivitenin kas dokusunda kontrol grubuna gore, LCso’de
%204,49 LCs0/2’de %154,76, LCso/4’de %94,44, LCs0/8’de %101,32 oraninda arttigi

tespit edildi. MDA aktivitesi solunga¢ dokusunda ise kontrol grubuna gore, LCso’de
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%274,48 LCs0/2’de %213,94, LCso/4’de %150,00, LCso/8’de %56,80 oraninda arttigi
saptand1. Ayni enzim aktivitesinin gruplar arasi karsilastirmasi LCso’ye gore de yapildi.
Buna gore hepatopankreasdaki MDA aktivitesi LCso’ye gore LCso/2’de %20,51, LCso/4’de
%37,97, LCso/8’de %45,75 oraninda azaldig1 belirlendi. Bu enzim aktivitesi LCso’ye gore
kas dokusunda LCso/2’de %16,33, LCso/4’de %36,14, LCs0/8’de %33,88 oraninda,
solunga¢ dokusunda ise LCso/2’de %16,17, LCs0/4’de %33,24, LCs0/8’de %58,12 oraninda
azaldig tespit edildi (Sekil 3.1).

HP, Kas ve Solunga¢ dokularindaki MDA diizeylerine
ait ylizde degisimleri

Kontrol HP

LC50/8 SOL 12:00 Kontrol KAS

LC50/8 KAS Kontrol SOL

LC50/8 HP LC50 HP
LC50 KAS

LC50/4 KAS LC50 SOL

LC50/2 HP

Sekil 3.1. 96 saat boyunca Trifloxystrobin'in LC50, LC50/2, LC50/4 ve LC50/8 dozlarina
maruz birakilmig kerevitlerin hepatopankreas, kas ve solunga¢ dokularindaki
MDA diizeylerine ait yiizde degisimleri

Yapilan analiz sonuglarma gore; hepatopankreasdaki SOD aktivitesinin kontrol
grubuna gore, LCsp’de %172,54 LCso/2°’de %133,29, LCso/4’de %103,92, LCso/8’de
%42,62 oraninda arttig1 belirlendi. Bu aktivitenin kas dokusunda kontrol grubuna gore,
LCso’de %194,63 LCso/2’de %145,70, LCso/4’de 9%93,99, LCs0/8’de %48,06 oraninda
arttig1 tespit edildi. SOD aktivitesi solunga¢ dokusunda ise kontrol grubuna gore, LCso’de
%112,23 LCso/2’de %65,52, LCso/4’de %45,26, LCso/8’de %34,34 oraninda arttigi

saptandi. Ayni enzim aktivitesinin gruplar arasi karsilastirmasi LCso’ye gore de

35



karsilastirildi. Buna gore hepatopankreasdaki SOD aktivitesi LCso’ye gore LCso/2°de
%14,43, LCso/4’de %25,20, LCs0/8’de %47,68 oraninda azaldigi belirlendi. Bu enzim
aktivitesi LCso’ye gore kas dokusunda LCso/2’de %16,60, LCso/4’de %34,15, LCso/8’de
%49,74 oraninda, solunga¢ dokusunda ise LCso/2’de %22,00, LCso/4’de %31,55,
LCs0/8’de %36,70 oraninda azaldig: tespit edildi (Sekil 3.2).

Bu arastirma sonucunda yapilan analizlere gore; hepatopankreasdaki GSH-PX
aktivitesinin kontrol grubuna gore, LCso’de %138,25, LCso/2’de %92,71, LCso/4’de
%45,59, LCso/8’de %29,66 oraninda arttig1 belirlendi. Bu aktivitenin kas dokusunda
kontrol grubuna gore, LCso’de 9%153,28, LCso/2’de %123,35, LCso/4’de %58,83,
LCs0/8’de %49,87 oraninda arttig1 tespit edildi. GSH-Px aktivitesi solunga¢ dokusunda ise
kontrol grubuna gore, LCso’de %203,20, LCso/2’de %122,36, LCso/4’de %103,06
LCs0/8’de %100,99 oraninda arttifi saptandi. Ayni enzim aktivitesinin gruplar arasi
karsilastirmasi LCso’ye gore de yapildi. Buna gore hepatopankreasdaki GSH-Px aktivitesi
LCso’ye gore LCs0/2°de %21,96, LCso/4’de %41,04, LCso/8°de %47,49 oraninda azaldigi
belirlendi. Bu enzim aktivitesi LCso’ye gore kas dokusunda LCsp/2’de %11,81, LCso/4’de
%37,28, LCso/8’de %40,00 oraninda, solunga¢ dokusunda ise LCso/2’de %26,59,
LCs0/4’de %33,02, LCso/8’de %33,71 oraninda azaldig goriildii (Sekil 3.2).

HP, Kas ve Solungag¢ dokularindaki SOD ve GSH-Px enzimlerine ait
yiizde aktivite degisimleri

Kontrol HP

Lcs0/8 soL 2000 Kontrol KAS

LC50/8 KAS Kontrol SOL

LC50/8 HP LC50 HP

LC50/4 SOL LC50 KAS
LC50/4 KAS LC50 SOL
LC50/4 HP LC50/2 HP
LC50/2 SOL LC50/2 KAS
SOD GPx

Sekil 3.2. 96 saat boyunca Trifloxystrobin'in LCso, LCs0/2, LCs0/4 ve LCso/8 dozlarina
maruz birakilmig kerevitlerin hepatopankreas, kas ve solunga¢ dokularindaki
SOD ve GSH-Px enzimlerine ait yiizde aktivite degisimleri
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Aragtirma sonuglarina gore; hepatopankreasdaki GSH aktivitesinin kontrol grubuna
gore LCso’de 989,84, LCso/2’de %62,82, LCso/4’de %58,09, LCs0/8’de %38,87 oraninda
arttig1 belirlendi. Bu aktivitenin kas dokusunda kontrol grubuna gore, LCso’de %44,14,
LCs0/2’de %53,56, LCso/4’de %19,26, LCs0/8’de %11,94 oraninda arttigi tespit edildi.
GSH aktivitesi solunga¢ dokusunda ise kontrol grubuna gore, LCso’de %207,13, LCso/2’de
%131,09, LCso/4’de 9%80,27, LCso/8’de %58,15 oraninda arttif1 saptandi. Ayni enzim
aktivitesinin gruplar aras1 karsilastirmasi LCso’ye gore de yapildi. Buna gore
hepatopankreasdaki GSH aktivitesi LCso’ye gore LCso/2’de %14,22, LCso/4’de %16,72,
LCs0/8’de %26,84 oraninda azaldigi belirlendi. Bu enzim aktivitesi LCso’ye gore kas
dokusunda LCs0/2’de %6,53 oraninda artarken, LCso/4’de %17,25, LCs0/8’de %22,33
oraninda, solunga¢ dokusunda ise LCso/2°’de 9%24,75, LCso/4’de %41,30, LCso/8’de
%48,51 oraninda azaldig: tespit edildi (Sekil 3.3).

HP, Kas ve Solunga¢ dokularindaki Rediikte
Glutatyon (GSH) diizeylerine ait ylizde degisimleri

Kontrol HP
200.00

LC50/8 SOL Kontrol KAS

150.00

LC50/8 KAS Kontrol SOL

LC50/8 HP LC50 HP

LC50/4 SOL LC50 KAS

LC50/4 KAS LC50 SOL

LC50/4 HP LC50/2 HP

LC50/2 SOL LC50/2 KAS

Sekil 3.3. 96 saat boyunca Trifloxystrobin'in LC50, LC50/2, LC50/4 ve LC50/8 dozlarina
maruz birakilmig Kerevitlerin hepatopankreas, kas ve solunga¢ dokularindaki
Rediikte Glutatyon (GSH) diizeylerine ait yiizde degisimleri

37



4. SONUC VE ONERILER

Astacus leptodactylus’tiirii kerevitlerde TFS’nin akut degerinin belirlenip, subakut
dozlarinin (LC50, LC50/2, LC50/4 ve LC50/8) kerevit dokularinda oksidatif stres ve
enzim aktiviteleri iizerine etkilerinin arastirildigi bu ¢alismada; diizenlenen ortamlardaki su
kalite kriterlerinin canlinin yasamasi i¢in optimal degerlere sahip oldugu belirlendi. Koksal
(1988), Skurdal ve Taugbol (2002), Barim (2005), A. leptodactylus’un yasadig1 ortamlarda
su sicakliginin kabuk degistirmek igin 7-12 °C, Gremeleri icin 4-13 °C, blyUmeleri i¢in 14-
22 °C, oksijenin en az 2 mg L, pH’mn 6,5-8,5, kalsiyumun 5 mg L’den az olmamasi
gerektigini ifade etmislerdir. Bu arastirmada olusturulan ortamlardaki ortalama su sicakligi
degerlerinin bildirilen su kalite kriterleri ile uyum sagladigi tespit edilmistir.

Krustase yemlerinde bulunmasi gereken ham protein ve yag ihtiyact birgok
arastirmaci tarafindan farkli kerevit tiirlerinde arastirilmistir. Bu arastirmacilar arasinda;
yemlerdeki ham protein degerini D’ Abramo ve ark. (1985), Goddard (1988) Procambarus
acutus’larda %50,5; Pacifastacus leniusculus’larda %39; Astacus astacus’larda %040;
Koksal (1988) A. leptodactylus’larda %30,93; Ravi ve ark. (1999) Cherax
tenuimanus’larda %21,87 olarak saptarken, ham yag diizeyini, Koksal (1988) A.
leptodactylus’larda % 7,82; Ackefors ve ark. (1992), A. astacus’larda %7; Lee ve
Lawrence (1997), Ravi ve ark. (1999) C. tenuimanus’larda %6,02 olarak tespit etmislerdir.
Barim (2005) tarafindan olusturulan yem bilesiminin kullanildigi bu ¢aligmada yapilan
analizler sonucunda ham protein degerinin yaklasik olarak %37, ham yag degerinin ise
yaklasik olarak %7 oldugu belirlendi. Farkli krustase tiirleri i¢in olusturulan yemin ham
protein ve yag diizeylerinin tiire ve biiylkliige gore degismesiyle beraber, bu tiir
kerevitlerde kullanilan yem bilesimleri ile bizim ¢alismamizda kullanilan yem bilesiminin
uyumlu oldugu saptandi.

Canlilar igin yiiksek risk tasiyan g¢evresel kirlilik, tim diinyada bir ¢ok tire ait
popiilasyon azalmasina hatta yok olmasina sebep olmustur. Bu canlilarin yasadigi ¢evrede
olusan kirliligin, canli iizerindeki etkileri; ya canlinin bulundugu dogal ortamlardan
ornekler almmarak ya da laboratuvar ortamlarinda benzer sartlar olusturularak
incelenmektedir. Boylece diinya iizerinde kullanilan kimyasal maddelerin etkili dozlar1 ve
viicuttaki etki mekanizmalari tespit edilmektedir. Baz1 canhi tiirleri hem sulardaki kirlilik
oranlarinin hemde bu kirleticilerin etki mekanizmalarinin tespit edilmesinde adeta anahtar

bir organizma gibi kullanilmaktadir. A. leptodactylus tiru kerevitler cok yonlu beslenme



Ozelligine sahip olmalar1 ve hareket kabiliyetlerinin diisiik olmasindan dolay:r sucul
ekosistemlerdeki ¢evresel sorunlarin belirlenmesi igin iyi bir biyoindikator tir olarak kabul
edilmektedir (Barim ve ark., 2009; Barim ve Karatepe, 2010; Uckun, 2013). Ancak
baliklar iizerine kirletici maddelerin etkileri ile ilgili yogun ¢alisma yapilmasina ragmen
kerevit toksikolojisi ile ilgili yapilan arastirmalar oldukga sinirlidir.

Barim ve Karatepe (2010) tarafindan Keban Baraj Golii’'nde temiz (Aydincik) ve
kirli (Agm) istasyonlarda yapilan c¢alismada, A. leptodactylus tirl kerevitin
hepatopankreas ve kas dokusundaki MDA diizeyinin kirlilikle arttigi, Vitamin E, C ve A
miktarlarinin ise kirlilikle azaldigir belirlenmistir. Ayn1 bolge ve istasyonlarda yapilan
farkli calismalarda ise kas, hepatopankreas ve solunga¢ dokularinda kirlilikle baglantili
olarak MDA degerinin yiikseldigi, SOD, GSH-Px, GSH enzim duzeylerinin ve arginaz
seviyesinin degistigi tespit edilmistir (Barim ve ark., 2009). Yapilan bu g¢aligmalar, A.
leptodactylus tiirii kerevitin su kirliliginin canli iizerindeki etkilerinin arastiritlmasinda
biyoindikator olarak kullanilabilecegini teyit etmistir.

Bu tez calismasinda secilen TFS adli pestisitin tarimsal arazilerdeki uygulama
konsantrasyonlar1 yliksek olmasina ragmen, bu kimyasallarin sudaki dagilim oranlari
olduk¢a hizlidir ve c¢evredeki yarilanma Omiirleri kisadir.  Bununla birlikte, A.
leptodactylus tiirii kerevit ve secilen biyokimyasal parametreler iizerine pestisitin kisa
stireli etkilerinin degerlendirilmesi, gevresel kosullar altinda bu kimyasala ait toksik etki
mekanizmalariin anlasilmasi igin bir bilgi teskil edecektir. Su ortaminda canlilar iizerine
pestisitlerin  etkilerini ortaya koymay1 amagclayan toksikolojik c¢aligmalar farkli
basamaklarda gerceklestirilebilmektedir. Temel olarak canlilik hiicre ile baslayip
kommunitelere kadar gelistigine her basamaktaki etki farkli sekilde ortaya ¢ikar. Ortamda
bulunan herhangi bir toksik kimyasal madde canli viicuduna girdikten sonra hiicre i¢inde
bazi yapisal degisikliklere neden olur. Kirletici maddelerin fizikokimyasal 6zellikleri ve
gevresel siiregler arasindaki etkilesimler onlarin dagilimi, akibeti ve canlilar zerindeki
etkilerini belirler. Ortalama maddelerin girisi ve olast birikimi belirli tasinim ve doniisiim
stiregleri ile kontrol edilir. Bu siireglerin net etkisi dlgiilecek biyolojik etkiye karsilik gelen
doz ve muamele seviyesini tayin eder (Parlar ve ark., 2009; Ugkun, 2013). Yapilan bu
arastirmanin sonucunda, test materyali olarak kullanilan TFS’nin A. leptodactylus tzerinde
toksik etkilere neden oldugu belirlendi. TFS ile yapilan ¢aligmalarda 6zellikle en yiiksek

konsantrasyonda biitiin kerevitlerin kisa siirede 61diigii tespit edildi.
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Yapilan toksisite ¢alismalar1 sonucunda TFS’ nin 96 saatlik LCso degeri 1824,00 mg
Al L7olarak belirlendi. TFS, toprak ve sucul ortamda c¢ok hizli bir sekilde yikima
ugramasina ragmen, serbest asit metabolitleri ana bilesige gore daha yavas
yikimgostermektedir. Buna ilave olarak arastirmalar sonucunda, TFS’nin suda yasayan
omurgasizlar ve baliklar i¢in ¢ok zehirli olarak siniflandirilmasina ragmen, suda nispeten
diisiik maruziyet konsantrasyonlarinda bulunmasindan dolayi, bu canlilar i¢in diistik risk
gosterdigi belirtilmistir. TFS lipofilik 6zellige sahiptir. Bu fungusit tiirii madde; mitokondri
ic membraninda bulunan ve elektron tagima sisteminin bir elemani olan sitokrom bcy
enzim kompleksinin (integral membran protein kompleksi) kinol (ubikinol) oksidasyon
(Qo) bolgesine baglanarak sitokrom b ve sitokrom ci arasindaki elektron transferini bloke
eder. Rediikte NADPH oksidasyonunu ve ATP sentezini engelleyerek hiicresel solunumu
sekteye ugratir. Boylece enerji tiretimini durdurarak canlinin 6lumine neden olur (Bartlett
ve ark, 2002; Balba 2007; Fernandez-Ortufio ve ark., 2010). Yapilan ¢alismalarda, TFS’nin
baliklar i¢in 96 saatlik LCso degerleri, 0,015 mg/L — 0,52 mg/L arasinda degisirken, sucul
omurgasizlarda 48 saatlik ECsp degerleri, 0,011 mg/L — 0,20 mg/L arasinda degismistir
(European Commission, 2003; EPA, 2002). Belden ve ark., (2013), yaptiklar1 bir
calismada Bufo cognatus iribaslari igin TFS ve ticari formu olan Stratego formulasyonunun
72 saatlik LCso degerlerinin sirasiyla 104 pg L™t ve 100 pg AI L7 oldugunu tespit
etmislerdir (Hooser ve ark., 2012). Yapilan ¢alismada Zhu ve ark., (2013) 10 ug L* TFS
dozuna maruz birakilan Oryzias latipestiirlerinin  mortalite oranlarin1  arttigin
belirlemislerdir. Junges ve ark., (2012) tarafindan yapilan arastirmada TFS nin farkl
dozlarinin uygulandig tiirlerde 24 saatlik LCso degeri Rhinella arenarum igin 0,22 mg L?,
Rhysalaemus santafenicus icin 0,14 mg L, Elachistocleis bicolor icin 0,10 mg L%,
Leptodactylus latrans icin ise 0,26 mg L™ olarak kaydedilmistir. Liu ve ark., (2013)’nin
yaptiklar1 ¢aligmada, Ctenopharyngodon idella tiirii sazanlart TFS’nin farkli dozlarina
maruz birakmalar1 sonucunda 48 saatlik LCso degeri 0,051 mg L? olarak saptamislardur.
Lie ve ark., (2018) ii¢ farkli strobilurin grubu pestisidin zebra emryolar1 iizerine letal
etkilerini inceledikleri arastirmalarinda TFS’nin 96 saatlik LCso degerinin 55 pg L*
oldugunu belirlemiglerdir. Shane ve ark., (2013). Hyalella azteca iizerine TFS’nin akut
toksisitesini incelediklerinde LCso degerini 29,9 pg L7 olarak tespit etmislerdir. Jiang ve
ark., (2019) Danio rerio’larda TFS nin 96 saatlik LCso degerinin 0,029 mg L oldugunu
tespit etmislerdir. Bu calismada 1824 mg Al L olarak belirlenen 96 saatlik LCso degeri A.

leptodactylus tiirii kerevitlerin TFS’ye yiiksek oranda dayanikli oldugunu gostermektedir.
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Bu arastirmada, TFS’nin bir seri subletal konsantrasyonuna (LCso, LCs0/2, LCs0/4
ve LCso/8) 96 saat siireyle maruz birakilan A. leptodactylus’larin 6zellikle hepatopankreas,
solungac ve kas dokularindaki oksidatif stres (MDA) ve enzim diizeyleri (SOD, GSH-PX,
GSH) analiz edildi. Kerevitlerde karaciger ve pankreasin birlesmesiyle olusan
hepatopankreas, sindirim enzimlerinin iretildigi, ¢esitli sentezlerin yapildigi ve fazla
miktarda alinan besinlerin, bazi agir metal ve kalsiyumun depolandig: yerdir (Vogt, 2002;
Barim, 2005). Bu organ krustaselerin bulunduklar1 ortamlarda genel fizyolojik sartlarin
belirlenmesinde anahtar bir role sahiptir. Ana sindirim bezidir, lipit bakimindan zengindir
ve metabolizmay:1 diizenlemekten sorumludur (Muriana ve ark., 1993). Solungaglar
solunumun ve biyotransformasyon ana orgamidir (Borkovi¢ ve ark., 2008). Kas ise
kerevitlerin abdomen ve kiskaglarinda bulunan yenilebilir kisimlarini1 olusturduklarindan
ticari olarak énemlidir (Koksal, 1988; Barim, 2005). Bu ¢ doku icerisinde hepatopankreas
ve solungac dokular, su kirliliginin ¢evresel bir gostergesi olarak diger organlardan daha
fazla Onerilmektedir (Karadede ve ark., 2008; Barim ve ark., 2009; Barim ve Karatepe,
2010). Bizim galismamizda da genel olarak, MDA seviyesinin TFS’nin LCso, LCso/2,
LCso/4 ve LCso/8 dozlarinin uygulandigi gruplardaki kerevitlerin hepatopankreas, solungag
ve kas dokularinda yiiksek oldugu belirlendi. Ayrica bu arasgtirmada kasdaki MDA
seviyesinin hepatopankreas ve solungacdan daha yiiksek oldugu tespit edildi. Bu degerlerin
yiiksek olmasi, kas Orneklerinin alindigi abdomen dokusunun ince bir zarla Ortiilii
olmasindan ve suyun abdomen kismina etki oraninin yiiksek olmasindan kaynaklanabilir.
Kerevitlerde hepatopankreasin ve solungaclarin MDA degerlerinin yiiksek olmasi ise, bu
organlarda bir ¢ok oksidatif reaksiyonun meydana gelmesi sonucunda serbest radikal
iretiminin yogun olmasiyla iliskilendirilebilir (Borkovi¢ ve ark., 2008).

Zhua ve ark., (2015) yaptiklar1 ¢alismada Gokiocypris rarus tiri cyprinid embryo
ve larvalarinin maruz biraktiklart TFS’nin artan miktarlari (0,5 ve 1,0 ug L'1) ile oxidatif
stresin ytikselmesi sonucu MDA degerlerininde, yiikseldigini tespit etmislerdir. Lie ve ark.,
(2018) (¢ farkl strobilurin grubu pestisidin zebra emryolarinin oksidatif stres, antioksidan
enzimler ve mRNA yapisi, Jiang ve ark., (2019) Danio rerio’larda TFS’nin artan
miktarmin dokulardaki enzim aktivitesi {izerine etkilerini inceledikleri arastirmalarinda
pestisit oraniyla reaktif oksijen tiirlerinin ve MDA ’nin yiikseldigini belirlemislerdir.

Filho ve ark., (2001) toksik maddelerin bulundugu bir gélden yakaladiklar1 Acara
ciklit’lerin (Geophagus brasiliensis) karacigerlerinde 6nemli Glglide daha yiliksek oksijen

tilketimi ve tiyobarbitiirik asid reaktif madde diizeyleri belirlemislerdir. Farombi ve ark.,
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(2007) Ogun Nehri'nden elde edilen baliklarin karaciger dokularinda (Clarias gariepinus)
MDA seviyelerinin Agodi balik ¢iftliginden elde edilen kontrol baliklarina kiyasla anlamli
diizeyde arttigin1 (%177) saptamuslardir. Valavanidis ve ark., (2006) oksijen ve nitrojen
serbest radikallerinin biyolojik sistemlerde hticre fonksiyonunun fizyolojik kontroliinde
gerekli oldugunu ve canli hiicreler tarafindan siirekli olarak iiretildigini bildirmislerdir.
Kimyasal toksik kirleticiler, biyolojik sistemdeki reaktif oksijen turlerinin 6nemli
kaynaklaridir. Hem in vitro hem de in vivo calismalarda kontaminant maruziyetinin
oksidatif hasara yol agabilecegi belirlenmistir (Fatima ve ark., 2000). Arastirmacilarin
aciklamalar1 bulgularimizla paralellik gostermektedir.

SOD, oksijen radikallerine ve oksidatif strese yanit veren ilk enzimdir (Winston ve
Di Giulio, 1991). Bu calismada, hepatopankreas, solunga¢ ve kasdaki SOD aktivitesi
kontrol grubundaki kerevitlere oranla LCso, LCso/2, LCso/4 ve LCso/8 grubundaki
kerevitlerde daha yiiksek oldugu belirlendi. Bu ¢alismanin sonuglari, SOD'un 6nemli
Olglide daha yuksek aktivitesini bulan Ahmed ve ark., (2006)’nin bulgulariyla paralellik
gostermektedir. Arastirmacilar bu degerin yiiksekliginin artan serbest radikal {iretiminin bir
sonucu olarak asirt SOD tiiketimine bagli olabilecegini ifade etmiglerdir. Yapilan bu
calismada, LCso, LCso/2, LCso/4 ve LCso/8 grubundaki kerevitlerde MDA degeri
yukselirken SOD degerinin de yiikseldigi tespit edilmistir. Calismamiza benzer bir sekilde
Zhua ve ark., (2015)’nin yaptiklar1 arastirmada da Gokiocypris rarus tirt cyprinid embryo
ve larvalarinin maruz biraktiklar1 TFS’nin artan miktarlari (0,5 ve 1,0 pg L'1) ile SOD
degerlerininde yiikseldiginisaptamiglardir. Ancak Liu ve ark., (2013)’nin yaptiklar
calismada Ctenopharyngodon idella tiirii sazanlart TFS’nin farkli dozlarima maruz
birakmalar1 sonucunda SOD aktivitesinin diisdiigii tespit edilmistir. Bu arastirma
sonucunda SOD aktivitesinin kasa oranla hepatopankreas ve solungaclarda daha yuksek
oldugu belirlandi. Bu bulgu hepatopankreasin lipit bakimindan zengin ve ana sindirim bezi
olmasindan dolayr metabolik reaksyonun bu dokuda yogun olmasiyla, serbest radikal
Uretiminin yogun olmasina baglanabilir (Borkovi¢ ve ark., 2008; Karadede ve ark., 2008;
Barim ve ark., 2009; Barim ve Karatepe, 2010). Bu enzim degerinin solungacta daha
yiiksek olmasinin sebebi ise solunum sirasinda solungaglardaki O2™"yi yok etme ihtiyacinin
arttigin1 gosterir (Arun ve Subramanian, 1998).

Viicutta olusan metabolik aktiviteler esnasinda “homeostasis” olarak ifade edilen
viicut dengesinin korunmasinda GSH-Px, LPO'ya kars1 6nemli bir rol oynar. Ciinkii temel

olarak organik peroksitlerin ve daha az 6lctide hidrojen peroksitlerin giderilmesinde GSH-
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Px ilk tepki veren enzimlerden biridir. Bu nedenle, GSH-Px membranlarin LPO'ya bagh
hasarlardan korunmasinda 6zellikle 6nemli bir enzim oldugu diisiiniilmektedir (Oost ve
ark., 2003; Zhang ve ark., 2004). Ahmed (2005), GSH-Px'in ¢esitli ¢evresel pro-oksidan
kosullarla, ornegin ¢esitli kirlilik tiirlerine maruz birakilarak indiiklenebilecegini
bildirmistir. Bu g¢alismada, kontrol grubu kerevit dokularindaki GSH-Px enzim aktivitesi
ile LCso, LCs0/2, LCs0o/4 ve LCs0/8 gruplarindaki kerevit dokularmin GSH-Px enzim
aktivitesi arasinda anlamli bir fark belirlenmistir. Vasseur ve Leguille (2004) ve
Valavanidis ve ark., (2006) vyaptiklar1 c¢alismalarda dokular arasindaki GSH-Px
degerlerindeki farkliligin canlilarin Kirleticilere maruz kaldiktan sonra ¢evresel degisime
gosterdikleri bir tepki oldugunu bildirmislerdir.Bu tez ¢alismasinda GSH-Px aktivitesinin
solunga¢ dokularinda diger dokularla karsilastirildiginda daha yiiksek oldugu bulunmustur.
Borkovi¢ ve ark., (2008) yaptiklar1 galisma sonucunda; solungaglarin, su kaynakl
koninantiantlarla ilk temas eden dokular olduklart i¢in oksidatif strese diisiik esikli bir
tepki gosterdiklerini ifade etmislerdir. Bu ¢alismada LCsg, LCso/2, LCso/4 ve LCso/8
gruplarindaki dokularda yiiksek GSH-Px aktivitesi Valavanidis ve ark., (2006) tarafindan
yiiksek diizeyde kirlilige kars1 artan ROS'a yanit olarak, antioksidan savunmanin
artabilecegini ifade etmislerdir. Calismamizda bu enzim degeri solungacgda yiiksek iken
hepatopankreas ve kasda diisiik c¢ikmistir. Toksikoloji ve ¢evre ile ilgili yapilan
caligmalarin bazilarinda benzer sonuglar elde edilmisken bazi ¢calismalarda farkli sonuglar
saptanmigtir. Ornegin, GSH-Px aktivitesinin, kirleticilere maruz kalan bazi su canlilarinin
karacigerinde yiiksek oldugu goriilmesine ragmen, bu aktivite solungaclarda diisiiktii
(Doyotte ve ark., 1997; Winston ve Di Guilio, 1991; Ahmad ve ark., 2000; Ahmed, 2005).
Bununla birlikte, Ballesteros ve ark., (2008) toksik etkiye maruz kalan Jenynsia
multidentata tiirii baliklarin solungaglarinda ve karacigerinde GSH-Px seviyelerinin diisiik
oldugunu gozlemlemislerdir. Pandey ve ark., (2003) GSH-Px diizeylerinin kirlilige maruz
kalan alanlardaki Wallago attu turi baliklarin karacigerinde daha diisiik, solungaglarda
daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Bizim ¢alismamizda TFS’nin LCso, LCs0/2, LCso/4
ve LCso/8 konsantrasyonlarinin uygulandigi gruplardaki kerevitlerin, kontrol grubundaki
kerevitlerin hepatopankreas, kas ve solungaglarindaki GSH-Px degerlerinden daha ytiksek
olmast O ’den iretilen H2O2’nin artan miktarina ve enzim indiikleyici etkisine bagli
olabilir.

Bu caligmada, biitlin TFS konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gére GSH-PX

aktivitesinde indiiksiyon goriilmiistiir (p<0.01). Antioksidan savunma sisteminin igerisinde
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olan GSH-Px aktivitesindeki bu artis, literatiirdeki farkli tiir ve ksenobiyotiklerle yapilan
calismalar ile benzerlik gostermistir. Thomas ve Wofford (1993) tarafindan yapilan
calismada Micropogonias undulatus’un 17 giin boyunca Aroklor 1254 (poliklorlu bifenil
karisimi)’e maruz birakilmasi sonucunda karaciger ve ovaryum dokularinda GSH-Px
aktivitesinin arttig1 rapor edilmistir. Vieira ve ark., (2008) poliaromatik hidrokarbon turleri
olan Benzo[a]piren ve Antrasen’nin farkli konsantrasyonlarina 96 saat siireyle maruz
biraktiklar1 Pomatoschistus microps tiiri kayabaliginda ¢esitli biyokimyasal parametrelerin
aktivitelerindeki degisimleri inceledikleri ¢alismada SOD ve GSH-Px seviyelerinde artisa
neden oldugu (p<0.05) rapor edilmistir (p<<0.05). Genel olarak biitiin antioksidan enzimler,
oksitleyici ortama kars1 bir savunma mekanizmasi olarak gorev alirlar ve yeni kosullara
canlinin adapte olmasinda yardimeci olurlar.

GSH-Px ve glutatyonun lipid peroksidasyonuna kars1 antioksidan etki gosterdikleri
bilinmektedir. Ayrica GSH-Px, katalazin H>O.’ye affinitesinin diisiik olmasi nedeniyle
hidrojen peroksitin hiicrelerde uzaklastirilmasinda esas antioksidan enzim olarak gorev
almaktadir (Vieira ve ark., 2008).

Yapilan calismada kullanilan biyokimyasal parametrelerden GSH, hiicredeki en
yogun protein olmayan tiyol kaynagidir. Dokular1 oksidatif hasardan korumak, intraseliiler
ortami azaltilmis durumda tutmak i¢in bircok fonksiyona sahiptir. GSH, GSH-Px
tarafindan katalize edilen bir reaksiyonla hidrojen ve organik-peroksitleri azaltir; "OH ve
tekli oksijen (102) tutucu olarak islev goriir. Yapilan arastirmalarda su canlilarinda
GSH'nin oksidatif stres kaynakli toksisiteye karsi koruyucu oldugu belirlenmistir (Ahmad
ve ark., 2000). Bu calismada, kerevitlerin hepatopankreas ve kas dokularindaki GSH
duzeyleri yiiksek iken solungagda diistiktii. Calismada TFS’nin LCso, LCs0/2, LCs0/4 ve
LCs0/8 konsantrasyonlarinin uygulandigi gruplardaki kerevitlerin, kontrol grubundaki
kerevitlerin hepatopankreas, kas ve solungaclarindaki GSH degerlerinin daha yiiksek
oldugu saptandi. Benzer sekilde Farombi ve ark., (2007) kirli bolgeden toplanan yayin
baligi (Clarias gariepinus)’nin karacigerlerindeki GSH seviyesinin temiz bdlgedekilere
oranla 6nemli dl¢tlide yiiksek oldugunu belirtti. Farkli bir ¢calismada, Pandey ve ark., (2003)
kirliligin oldugu bolgeden toplanan Wallago attu’ larin solungaglarinda GSH
konsantrasyonunun temiz bolgeden toplananlara gore daha yiiksek oldugunu ifade etti. Bu
calismada, TFS’nin toksik degerinin artmasina bagl olarak GSH’1n daha yiiksek aktivitesi,
serbest radikal iiretimine bagli olarak yiikselen oksidasyona engel olmak i¢in enzim

degerlerinin artmasina bagli olabilir. GSH seviyeleri kasa gore hem hepatopankreas hem
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de solungaclarda 6enmli dercede yiiksekti. Bu farkliliklar i¢in bir agiklama, farkli serbest
radikal iiretimi oranlar1 ve dokulardaki farkli antioksidan potansiyeller olabilir (Monteiro
ve ark., 2006). Bununla birlikte, biyobelirteclerin yaniti sadece dokulara degil, aym
zamanda kullanilan toksik maddenin dozuna da bagli olabilir (Monteiro ve ark., 2006;
Uckun 2013).

Bu ¢alisma sonucunda; A. leptodactylus tiiri kerevit i¢in TFS’nin 96 saatlik LCso
degerinin 1824,00 mg Al Loldugu tespit edildi. Kullanilan yeni nesil pestisit olarak
adlandirilan TFS’nin A. leptodactylusgibi hedef olmayan organizmalar igin toksik
olabilecegi goriildii. Calismada TFS’nin bu tir Kerevitler igin letal ve subletal (LCso,
LCs0/2, LCs0/4 ve LCso/8) konsantrasyonlariinkullanimlarinin, oksidatif stresin gostergesi
ve LPO’nun son irinlerinden biri olan MDA, antioksidan enzimlerden SOD, GSH-Px
veGSHseviyelerinde istatistiksel acidan 6nemli degisikliklere yol agtigi tespit edildi.
Buradan yola ¢ikarak, A. leptodactylus’un pestisit toksisitesinin belirlenmesi i¢in uygun bir
biyoindikator tur ve secilen biyobelirteclerin bu amagla kullanisli biyokimyasal
parametreler oldugu soylenebilir. Ayrica, yapilan literatiir taramalari sonucunda A.
leptodactylus’un TFS’ye diger su canlilarina oranla yiiksek oranda direngli oldugu
saptandi.

Elde edilen veriler neticesinde; evsel ve endiisrtiyel atiklarla kirliligin arttig1 dogal
sularda ve kiiltiir sartlarinda tiretim ve yetistiriciligin yapildig1 ortamlarda kerevit liretimini
arttirmak ve verimi ylikseltmek i¢in TFS’nin belirlenen letal ve subletal dozlarina dikkat
edilmesi Onerilmektedir. Ayrica tarimsal alanlardaki verimi arttirmak amaciyla pestisit
kullanimindaki riskleri gosterebilmek ve bu konudaki bilinci arttirmak amaciyla bu ve

benzeri ¢alismalarin daha fazla yapilmasi gerekmektedir.
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